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Введение 

Многие эндогенные и экзогенные факторы приводят к появлению в ДНК повреждений [1]. 

Для предотвращения мутагенного и цитотоксичного эффекта повреждений в клетках 

существуют системы репарации ДНК, поддерживающие стабильность генома. К одной из таких 

систем относят эксцизионную репарацию оснований ДНК (BER, от англ. Base Excision Repair) 

[2]. В основном этот процесс отвечает за исправление небольших повреждений оснований, 

которые зачастую не приводят к значительному искажению вторичной структуры ДНК, а также 

апурин-апиримидиновых сайтов (АП-сайтов) и одноцепочечных разрывов. К наиболее 

распространенному типу окислительных повреждений в ДНК, репарацию которого 

осуществляют ферменты BER, относят 8-оксогуанин [3]. У человека это повреждение удаляет из 

ДНК 8-оксогуанин-ДНК-гликозилаза 1 (OGG1). В связи с тем, что 8-оксогуанин способен 

образовывать комплементарную пару с аденином, в клетках также существует аденин-ДНК-

гликозилаза (MUTYH), которая удаляет аденин из пары с 8-оксогуанином. В дальнейшую 

репарацию вносят вклад апурин-апиримидиновая эндонуклеаза 1 (APEX1) и ДНК-полимераза β 

(POLβ) [4]. 

Нарушения в системе BER связаны с риском развития онкологических и 

нейродегенеративных заболеваний. Для некоторых генов системы BER (MBD4, NTHL1, MUTYH) 

известны высокопенетрантные наследственные мутации, приводящие к развитию 

злокачественных новообразований, для других же (MBD4, OGG1) показана эпидемиологическая 

ассоциация вариантов генов с повышенным риском онкологических заболеваний. В частности, 

показано, что некоторые мутации в гене OGG1 ассоциированы с риском развития рака легкого 

[5]. 

Для исследования биологической роли BER часто используют нокаутные мышиные и 

клеточные модели, а также клеточные линии, полученные из биоматериала пациентов с 

клиническими симптомами недостаточности BER. Нокаутные организмы были получены не по 

всем генам BER в связи с эмбриональной гибелью таких животных [6]. Для получения клеточных 

моделей, дефицитных по генам BER, используют различные клеточные линии в зависимости от 

задач исследований. Дефекты в системе BER приводят к увеличению частоты мутаций, тем 

самым способствуя инициации и прогрессии онкологических заболеваний, в связи с чем многие 

модели получены на клеточных линиях ракового происхождения или на клетках тех органов и 

тканей, где преимущественно возникают опухоли при мутациях в конкретных генах BER. Таким 

образом, получение клеточных линий, дефицитных по генам BER, актуально для дальнейших 

исследований роли этого процесса в защите генома от повреждений. Помимо этого, клеточные 

линии, дефицитные по определенным репарационным путям, используются в прикладных целях 

в генетической токсикологии [7]. Использование таких клеточных линий позволяет увеличить 
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чувствительность тестов, а также охарактеризовать тип индуцируемых повреждений при 

обработке генотоксичными веществами. 

К числу наиболее популярных клеточных линий неракового происхождения, используемых 

в исследовательских целях, относят эмбриональные клетки надпочечника человека 293 и их 

производные. Эти клеточные линии детально охарактеризованы фенотипически, для них 

доступны геномные данные высокого качества, что делает клетки 293 превосходной моделью для 

получения нокаутных клеточных линий [8]. Среди клеточных линий человека ракового 

происхождения широко используют клетки HeLa, полученные из аденокарциномы шейки матки, 

и клеточную линию из аденокарциномы легкого A549, которая имеет частичные характеристики 

легочного эпителия [9]. 

В ходе выполнения данной работы была поставлена цель получения и характеристики 

клеточных линий, дефицитных по некоторым генам системы BER человека, и демонстрации их 

потенциала как инструмента для исследования репарации ДНК. 

Для выполнения поставленной цели были определены следующие задачи: 

1. Получить клеточные линии, нокаутные по отдельным генам системы BER (APEX1, 

POLB, OGG1 и MUTYH) или их комбинациям (APEX1 APEX2), с помощью системы 

геномного редактирования CRISPR/Cas9. Охарактеризовать генотип и фенотип 

полученных клеточных линий. 

2. Сконструировать новые варианты репортерного гена EGFP, кодирующие 

нефлуоресцентные белки, для детекции событий транскрипционного мутагенеза при 

наличии повреждений в ДНК. 

3. Исследовать эффективность репарации часто встречающихся повреждений ДНК — 

урацила, 8-оксогуанина и АП-сайтов — в клеточных линиях, дефицитных по генам 

системы BER. 

4. Изучить вклад белков BER в репарацию АП-сайтов, образующихся после выщепления 

азотистого основания монофункциональными ДНК-гликозилазами, и аддуктов 

метоксиамина с АП-сайтами на клеточных моделях. 

Научная новизна работы. В работе впервые получена изогенная панель линий клеток 

человека неопухолевого происхождения, нокаутных по нескольким генам системы BER. 

Обнаружено несколько новых вариантов белка EGFP с аминокислотными заменами, 

приводящими к потере флуоресценции. Открыто существование дублирующих систем 

репарации АП-сайтов, независимых от основной АП-эндонуклеазы APEX1, в клетках человека. 

Впервые проведено исследование репарации аддуктов метоксиамина с АП-сайтами в клеточной 

системе и показано, что репарация этого типа зависит от бифункциональной ДНК-гликозилазы 

NTHL1. 
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Теоретическая и практическая значимость работы. В работе впервые решен долго 

обсуждавшийся в литературе вопрос о возможной роли АП-лиаз, катализирующих реакцию β-

элиминирования, в процессе репарации ДНК: показано, что в отсутствие АП-эндонуклеазной 

активности эта реакция обеспечивает разрыв ДНК по АП-сайтам в живых клетках. С 

практической стороны полученная панель изогенных клеточных линий, дефицитных по 

основным белкам — участникам BER, может стать полезным инструментом для оценки 

генотоксичности новых соединений и для исследования механизма репарации раннее не 

изученных типов повреждений в клеточной системе. 

Методология и методы исследования. В работе использовали методы молекулярного 

клонирования, геномного редактирования и методы работы с клеточными культурами. Также 

использовали биохимические методы для исследования активности ферментов в экстрактах 

клеток in vitro. 

Положения, выносимые на защиту: 

1. Получены с помощью технологии геномного редактирования CRISPR/Cas9 и 

охарактеризованы модифицированные клеточные линии 293FT, дефицитные по 

отдельным генам APEX1, POLB, OGG1 и MUTYH, а также одновременно по генам 

APEX1 и APEX2. Также получена модифицированная клеточная линия A549, 

дефицитная по гену OGG1. Определен генотип этих линий по целевым генам. 

2. Проведен анализ влияния всех возможных миссенс- и нонсенс-мутаций в области 

c.607–c.625 гена EGFP на флуоресценцию белка EGFP с целью дальнейшего 

использования в детекции событий транскрипционного мутагенеза. 

3. Показано, что в клеточных линиях 293FT MUTYHKO и A549 OGG1KO снижена 

эффективность репарации канонических субстратов. В клеточной линии 293FT 

APEX1KO детектируется снижение эффективности репарации АП-сайтов и 8-

оксогуанина. 

4. Показана роль NTHL1 в репарации АП-сайтов и аддуктов метоксиамина с АП-

сайтами в клетках. 

Личный вклад соискателя. Представленные в работе экспериментальные данные были 

получены лично автором. Сортировка клеток по уровню флуоресценции EGFP для получения 

нокаутных клеточных линий была выполнена Малаховой А. А. (лаборатория эпигенетики 

развития ИЦиГ СО РАН), Лемзой А. Е. и Матвеевой А. М. (лаборатория геномного 

редактирования ИХБФМ СО РАН), Нуштаевой А. А. (лаборатория биотехнологии ИХБФМ СО 

РАН). Оптимизация системы детекции транскрипционного мутагенеза в клетке на основе 

плазмиды с репортерным геном EGFP была проведена под руководством Родригес-Альварес М. 

и Хобты А. (Йенский университет им. Ф. Шиллера, Германия). Измерение уровня мРНК в 
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клетках методом ПЦР с обратной транскрипцией в режиме реального времени выполнено 

Мелентьевым В. С. (лаборатория геномной и белковой инженерии ИХБФМ СО РАН). 

Исследование активности ферментов на олигонуклеотидных субстратах, содержащих урацил с 

замещенными фосфодиэфирными связями, было выполнено Дятловой Е. А. (лаборатория 

геномной и белковой инженерии ИХБФМ СО РАН). 

Степень достоверности и апробация результатов. Основные положения работы 

представлены на международных конференциях BGRS/SB-2018: 11th International Multiconference 

«Bioinformatics of Genome Regulation and Structure/Systems Biology» (Новосибирск, 2018), 

«CRISPR 2018. International Congress» (Новосибирск, 2018), «GENOME ENGINEERING: CRISPR 

FRONTIERS» (Колд-Спринг-Харбор, онлайн-конференция, 2021), BGRS/SB-2022: 13th 

International Multiconference «Bioinformatics of Genome Regulation and Structure/Systems Biology» 

(Новосибирск, 2022). 

По материалам диссертационной работы опубликовано 3 статьи в рецензируемых 

журналах, индексируемых в базах Web of Science и Scopus: 

1. Kim D. V., Kulishova L. M., Torgasheva N. A., Melentyev V. S., Dianov G. L., 

Medvedev S. P., Zakian S. M., Zharkov D. O. Mild phenotype of knockouts of the major 

apurinic/apyrimidinic endonuclease APEX1 in a non-cancer human cell line // PLoS ONE. 

– 2021. – V. 16. – No. 9. – Article No. e0257473. 

2. Rodriguez-Alvarez M., Kim D., Khobta A. EGFP reporters for direct and sensitive detection 

of mutagenic bypass of DNA lesions // Biomolecules. – 2020. – V. 10. – No. 6. – Article 

No. 902. 

3. Kim D. V., Diatlova E. A., Zharkov T. D., Melentyev V. S., Yudkina A. V., 

Endutkin A. V., Zharkov D. O. Back-up base excision DNA repair in human cells deficient 

in the major AP endonuclease, APE1 // Int. J. Mol. Sci. – 2024. – V. 25. – No. 1. – Article 

No. 64. 

Структура и объем работы. Текст диссертации включает введение, обзор литературы, 

материалы и методы, результаты и обсуждения, заключение, выводы и список литературы. 

Работа изложена на 144 страницах, содержит 70 рисунков и 3 таблицы. Библиография состоит из 

504 литературных источников. 
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Глава 1. Обзор литературы 

1.1. Механизм эксцизионной репарации оснований 

Геном человека постоянно подвергается действию различных факторов окружающей среды 

и эндогенных факторов, которые могут приводить к повреждениям в ДНК. К таким факторам 

относят реакции гидролиза, окисления и метилирования активными интермедиатами клеточного 

метаболизма, генотоксичные ксенобиотики и их метаболиты, повреждения от 

ультрафиолетового (УФ)-излучения и ионизирующего излучения, ошибки ферментов, 

ответственных за репликацию ДНК и ее модификацию. Оценки количества повреждений в 

клетках млекопитающих сильно варьируют, но можно сказать, что общее количество 

повреждений на клетку в день составляет 105–106 [10–13]. Для того, чтобы поддерживать 

стабильность генома при постоянных повреждениях ДНК, клетки обладают несколькими 

частично перекрывающимися путями репарации ДНК и чувствительной системой, 

детектирующей повреждения. Неспособность исправить повреждения в ДНК приводит к 

развитию различных патологий: новообразований, нейродегенеративных заболеваний, 

нарушений иммунитета, старению [12, 14, 15]. 

Большинство эндогенных повреждений ДНК — это небольшие повреждения азотистых 

оснований, возникающие из-за гидролиза, дезаминирования, окисления и метилирования. Такие 

повреждения в основном удаляются системой эксцизионной репарации оснований (BER). 

Полный цикл BER состоит из пяти стадий [16, 17]: 1) удаление азотистого основания и 

образование апурин-апиримидинового (АП-) сайта, 2) расщепление ДНК по АП-сайту, 3) 

включение одного или нескольких нуклеотидов по матрице неповрежденной цепи ДНК, 4) 

удаление 2′-дезоксирибо-5′-фосфата или нависающего одноцепочечного участка (флэпа), 5) 

лигирование разрыва (Рисунок 1). 



10 

 

 

Рисунок 1. Общая схема эксцизионной репарации оснований. 

 

При наличии повреждения в азотистом основании ДНК цикл BER инициируется ДНК-

гликозилазами — ферментами, которые узнают поврежденные основания в ДНК и гидролизуют 

их N-гликозидную связь. В клетках человека насчитывается 11 ДНК-гликозилаз, специфичных к 

определенным типам повреждений. Монофункциональные ДНК-гликозилазы выщепляют 

только азотистое основание, в то время как бифункциональные ДНК-гликозилазы также могут 

расщеплять фосфодиэфирную связь путем β- или β,δ-элиминирования [16]. Продукт ДНК-

гликозилазной реакции — АП-сайт — расщепляется АП-эндонуклеазой, которая у человека 

представлена белком APEX1 (в литературе также встречаются другие названия этого фермента 

— APE1, HAP1, Ref-1). APEX1 также обладает 3′-фосфодиэстеразной активностью, которая 

удаляет 3′-концевой остаток 2-гидрокси-5-оксопент-3-енил-1-фосфата (т. н. 3′-концевой 

ненасыщенный фосфоальдегид, 3′-PUA), образовавшийся после β-элиминирования. Кроме того, 

APEX1 может вытеснять ДНК-гликозилазу сразу после выщепления азотистого основания, 

таким образом предотвращая β-элиминирование. Неповрежденный нуклеотид обычно включает 

ДНК-полимераза β (POLβ) [18]. После этой стадии BER можно разделить на две ветви: 

короткозаплаточную и длиннозаплаточную. В этих клеточных процессах принимают участие: 1) 

различные ДНК-полимеразы, 2) ферменты, удаляющие вытесняемую ДНК (лиазный домен POLβ 

при короткозаплаточной BER, либо эндонуклеаза FEN1 при длиннозаплаточной) и 3) различные 

ДНК-лигазы (либо LIG IIIα при короткозаплаточной BER, либо LIG I при длиннозаплаточной 

[19, 20]). В зависимости от природы повреждения и ДНК-гликозилазы, которая инициировала 

процесс репарации, существуют альтернативные пути BER, например, «инцизионная репарация 
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нуклеотидов», когда АП-эндонуклеаза сразу гидролизует ДНК с 5′-стороны от нуклеотида с 

поврежденным основанием без привлечения ДНК-гликозилазы [21], или APEX1-независимая 

репарация, которая инициируется ДНК-гликозилазами, выполняющими β,δ-элиминирование, и 

требует участия полинуклеотидкиназы/3′-фосфатазы PNKP для удаления 3′-концевого фосфата 

[22]. В процессе BER также участвует несколько дополнительных белков: адапторный белок 

XRCC1, который способствует сборке временного комплекса репарации, PARP1 — сенсор 

разрывов в ДНК, и PCNA — фактор процессивности и обмена белков репликативного комплекса. 

Некоторые белки играют более специализированную роль в BER: например, эндо/экзонуклеаза 

APEX2 вовлечена в процессинг 3′-PUA, а тирозил-ДНК-фосфодиэстераза 1 (TDP1) может 

участвовать в репарации восстановленных АП-сайтов и других генотоксичных интермедиатов 

BER. 

Помимо основной функции BER в защите генома от повреждений, в последние годы 

появились данные о роли этой системы в активном эпигенетическом деметилировании ДНК в 

клетках млекопитающих, а также в процессах соматического гипермутагенеза и переключения 

классов при созревании антител в клетках иммунной системы. В первом случае происходит 

направленное окисление эпигенетической метки — 5-метилцитозина (mC) оксигеназами 

семейства TET, и модифицированное основание удаляется в ходе BER, инициируемой тимин-

ДНК-гликозилазой TDG [23, 24]. При соматическом гипермутагенезе и переключении классов 

антител в предшественниках B-клеток имеет место направленное дезаминирование цитозина в 

генах иммуноглобулинов, после чего урацил-ДНК-гликозилаза (UNG) запускает цикл BER с 

высоким уровнем ошибок при включении dNMP неканоническими ДНК-полимеразами [25, 26]. 

1.3. Клеточные линии и мышиные модели, дефицитные по генам эксцизионной репарации 

оснований 

Большой вклад в исследование биологической роли репарации ДНК внесли клеточные 

линии позвоночных. В частности, для исследования роли NER использовали клетки, полученные 

из биоматериала пациентов с редким генетическим заболеванием — пигментной ксеродермой, 

также с помощью этих клеток была создана концепция групп комплементации наследственных 

заболеваний человека, когда несколько генов контролируют проявление фенотипа [27, 28]. 

Наследственные заболевания, вызванные мутациями в генах, вовлеченных в NER, MMR, HR, 

репарацию негомологичного воссоединения концов (NHEJ) и ответ на повреждения ДНК, дали 

большое число клеточных линий, которые тщательно исследовались в лабораториях всего мира. 

Однако получить дефицитные клеточные линии по генам BER таким образом удается редко в 

связи с тем, что мутации в генах системы BER либо приводят к эмбриональной гибели, либо 

имеют низкую пенентрантность. Для исследования роли этой репарационной системы в клетке 

использовали либо клеточные линии и мышиные модели со сниженным уровнем экспрессии 
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исследуемого гена, либо нокаутные модели в зависимости от влияния мутаций в этих генах на 

жизнеспособсноть эмбрионов [6]. Помимо этого, с развитием технологий геномного 

редактирования появились коммерчески доступные панели нокаутных окологаплоидных 

клеточных линий HAP1 (клетки от пациента с хроническим миелолейкозом), полученных с 

помощью CRISPR/Cas9 [29], панель клеток HeLa со стабильным подавлением экспрессии гена-

мишени [30], а также панели трансгенных мыших эмбрионов и эмбриональных стволовых клеток 

(Приложение 1). Однако такие клеточные линии и мышиные модели обычно охарактеризованы 

только на наличие мутации в исследуемом гене. Далее будут рассмотрены только хорошо 

охарактеризованные клеточные линии и трансгенные организмы. 

1.3.1. Урацил-ДНК-гликозилаза (UNG) 

UNG — это монофункциональная ДНК-гликозилаза, ответственная за удаление урацила из 

ДНК. В связи с тем, что урацил может появиться в ДНК как вследствие дезаминирования 

цитозина, так и при включении dUMP из пула нуклеотидов, UNG имеет низкую специфичность 

к контексту и выщепляет урацил из любой пары спаренных оснований и даже из одноцепочечной 

ДНК [31, 32]. Ген UNG человека имеет два альтернативных промотора, что приводит к 

образованию двух изоформ: митохондриальной и ядерной, которые называют UNG1 и UNG2, 

соответственно [33–35]. Эти белки имеют разные N-концевые фрагменты, но общую 

каталитическую часть и почти неотличимы по ферментативным свойствам. Современные методы 

геномного редактирования позволили создать клеточные линии, экспрессирующие 

определенные изоформы UNG. С помощью таких клеточных линий было, в частности, показано, 

что UNG1 локализуется не только в митохондриях, но и в ядре и способствует переключению 

классов антител и репарации урацила в геномной ДНК. Помимо этого, оказалось, что изоформа 

UNG1 способна репарировать урацил в геномной ДНК клеток человека [36]. 

Вскоре после обнаружения центральной роли белка UNG в созревании генов 

иммуноглобулинов было показано, что недостаточность UNG у человека вызывает синдром 

гипер-IgM, который характеризуется повышенной восприимчивостью к инфекциям из-за 

сниженной способности к переключению классов иммуноглобулинов [37]. От таких пациентов 

были получены клеточные линии лимфоцитов, которые активно используются в молекулярной 

иммунологии. Мутации, обнаруженные у пациентов, представляют в основном мутации сдвига 

рамки считывания, но одна из аминокислотных замен, F251S, приводит к образованию белка 

UNG2, который неправильно направляется в митохондрии вместо ядра [38]. 

Двумя группами исследователей были получены нокаутные мышиные модели, в которых 

производили нацеливание генетических конструкций на разные экзоны гена Ung [39, 40]. Как и 

ожидалось, у этих животных имеются нарушения иммунной системы, включая подавление 
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диверсификации генов иммуноглобулинов, несбалансированную популяцию лейкоцитов и B-

клеточные лимфомы в зрелом возрасте [41–43]. В дополнение к этому у таких мышей есть 

нарушения центральной нервной системы, в том числе высокая чувствительность к ишемии и 

нехватке фолиевой кислоты [40, 44]. Отмечено, что увеличенная экспрессия цитидиновой 

дезаминазы AID у мышей Ung−/− приводит к образованию лимфом [45]. Для клеточных линий 

мышиных эмбриональных фибробластов (MEF), полученных от таких животных, характерна 

сниженная репарация урацила; остаточная урацил-ДНК-гликозилазная активность 

приписывается ДНК-гликозилазе SMUG1 [39, 46]. Не были получены клеточные линии 

лимфоцитов от мышей Ung−/−. Большинство исследований сделано на первичных B-клетках или 

клетках-предшественниках, также удалось получить гибридомы Ung−/− [47]. 

Клеточная линия куриных лимфоцитов DT40 широко используется для изучения биологии 

генов иммуноглобулинов, так как в ней происходит постоянная генная конверсия и соматический 

гипермутагенез. Путем стабильной экспрессии Ugi — белка фага PBS2, который связывает и 

ингибирует бактериальную и человеческую UNG — была получена производная линия 

DT40X2U [48]. В этих клетках уменьшена частота мутаций в вариабельных районах генов IgG, и 

паттерн замен сдвинут в сторону транзиций C→T, что ожидаемо из-за неправильной репарации 

урацила. Традиционные методы получения нокаута гена UNG в лимфоцитах имели похожие 

последствия [49]. Экспрессия Ugi также использовалась для стабильного подавления Ung в 

клеточной линии B-лимфомы мыши CH12F3 [50]. 

На клеточных линиях 293 и MCF10A, нокаутных по гену UNG, было продемонстрировано, 

что индукция экспрессии цитидиндезаминазы APOBEC3B приводит к клеточной смерти. Для 

проявления синтетической летальности необходим функциональный белок p53 и MMR [51]. 

1.3.2. T:G-специфичная тимин-ДНК-гликозилаза (TDG) 

TDG участвует в процессе активного деметилирования ДНК. У позвоночных этот процесс 

начинается с окисления метильной группы mC до гидроксиметилцитозина диоксигеназами 

TET1, TET2 и TET3 с последующим окислением до формил- и карбоксилцитозина [23, 24, 52]. 

Эти интермедиаты также могут быть дезаминированы белками семейства AID и APOBEC. Все 

производные mC, за исключением гидроксиметилцитозина, подвергаются BER с 

восстановлением цитозина. 

В связи с тем, что активное деметилирование у эукариотических организмов начинается с 

самых первых моментов после оплодотворения, инактивация генов, кодирующих белки BER, 

участвующие в стадиях после ДНК-гликозилаз, обычно приводят к эмбриональной смертности. 

TDG — это единственная ДНК-гликозилаза, которая демонстрирует такой же летальный фенотип 

у нокаутных мышей, эмбрионы погибают на 11,5 день развития из-за обширного некроза [53]. 
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Иммортализованные MEF демонстрируют глобальные изменения в профиле экспрессии генов и 

неправильное метилирование промоторов, которое может быть частично восстановлено 

эктопической экспрессией каталитически активного TDG, в то время как эмбриональные 

стволовые клетки не могут изменить профиль экспрессии генов при дифференцировке [53, 54]. 

Для исследования роли Tdg использовали мышиные модели с индуцированным нокаутом 

на восьмой неделе после рождения, у таких мышей образуются злокачественные опухоли, в 

первую очередь гепатоцеллюлярные карцины. Помимо это у этих организмов наблюдаются 

симптомы, ассоциированные с метаболическим синдромом, включая набор веса, высокий 

уровень глюкозы в крови и накопление желчных кислот с возрастом [55]. 

Нокаут гена TDG в клеточной линии аденокарциномы молочной железы MCF7 приводит к 

увеличению чувствительности клеток к тамоксифену (агонист эстрогеновых рецепторов) и в то 

же время к увеличению миграции клеток и их инвазии [56]. Нокдаун экспрессии гена TDG в 

клетках меланомы приводит к аресту клеточного цикла и клеточной смерти [57]. 

1.3.3. Монофункциональная урацил ДНК-гликозилаза 1, специфичная к одноцепочечной 

ДНК (SMUG1) 

Несмотря на свое название, белок SMUG1 не специфичен к одноцепочечной ДНК, как это 

было предположено в момент его открытия [46, 58, 59]. SMUG1 иногда может заменять UNG или 

действовать в особых случаях активного деметилирования, однако в целом роль SMUG1 в клетке 

не очевидна [60]. Мыши с нокаутом по гену Smug1 и культивируемые эмбриональные 

фибробласты этих животных не имеют выраженного фенотипа. Животные с двойным нокаутом 

Ung−/− Smug1−/− накапливают значительный уровень урацила в геномной ДНК, но не 

предрасположены к злокачественным новообразованиям и имеют нормальную 

продолжительность жизни [61, 62]. 

Было показано, что клеточная линия гепатоцеллюлярной карциномы HepG2 с нокаутом 

SMUG1 менее жизнеспособна, чем клетки дикого типа [63]. Клетки HAP1 с нокаутом SMUG1 

имеют значительно укороченные теломеры, что не связано с участием SMUG1 в BER, а 

обусловлено недостаточным уровнем зрелой теломерной РНК для поддержания теломеразной 

активности. Предполагается, что именно этим обусловлено нарушение пролиферации клеток 

костного мозга у мышей Smug1−/− [64]. Нокдаун SMUG1 в клеточной линии U2OS снижает 

чувствительность клеток к обработке 5-гидроксиметилуридином, что указывает на более 

высокую токсичность интермедиатов репарации, чем самого 5-гидроксиметилуридина [65]. 

1.3.4. CpG-специфичная T/U:G-ДНК-гликозилаза (MBD4) 

Белок MBD4 участвует в репарации продуктов дезаминирования в CpG-динуклеотидах. Он 

содержит отдельный домен (MBD) для узнавания mC и, вероятно, вовлечен в процесс 
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эпигенетического деметилирования и предотвращение мутаций в сайтах CpG [66, 67]. Получено 

несколько нокаутных мышиных моделей с изменениями в разных участках гена Mbd4. Такие 

мыши не имеют выраженного фенотипа, кроме увеличенной частоты мутаций [68–70]. 

Интересно, что MEF Mbd4−/− менее чувствительны к различным агентам, повреждающим ДНК, 

включая метилнитронитрозогуанидин, оксалиплатин, иринотекан и 5-фторурацил [69], на 

основании чего можно предположить, что накопление интермедиатов репарации, инициируемой 

Mbd4, более токсично, чем исходные повреждения. Мыши с нокаутом Mbd4 по экзонам 1–3 

гибнут на эмбриональной стадии, однако это оказалось следствием нарушения структуры гена 

Ift122, который кодирует белок, вовлеченный в формирование клеточных ресничек, и частично 

перекрывается с Mbd4 в мышином геноме [70]. Двойной нокаут генов Mbd4 и Apc на мышиных 

моделях приводит к увеличению количества опухолей в желудочно-кишечном тракте и ускоряет 

прогрессию рака [71]. Таким образом, инактивация Mbd4 сама по себе не приводит к развитию 

раковых заболеваний у мышей, но она может изменить спектр мутаций и увеличить 

предрасположенность к раку на фоне инактивации других генов. В частности, показано, что 

двойной нокаут Mlh1 (участник MMR) и Mbd4 имеет сниженную выживаемость и более высокий 

риск развития лимфом, чем нокаут по Mlh1 [72]. Недавно было обнаружено, что 

инактивирующие мутации в гене MBD4 у человека служат причиной наследственного синдрома 

предрасположенности к множественным неоплазиям типа 2 [73–75], однако клеточные линии из 

таких пациентов охарактеризованы не были. 

Стоит отметить, что нокаут гена Mbd4 также был получен на клеточной линии B-

лимфоцитов мыши CH12 [76]. Линии HAP1 и увеальной меланомы, нокаутные по гену MBD4, 

чувствительны к химиотерапевтическим препаратам гемцитабину и цитарабину, которые 

представляют собой аналоги цитидина [77]. 

1.3.5. Эндонуклеаза III-подобный белок 1 (NTHL1) 

Белок NTHL1 удаляет из ДНК окисленные пиримидины [78, 79]. Инактивирующие мутации 

в гене NTHL1 приводят к развитию семейного аденоматозного полипоза и колоректального рака 

[80–82]. Также было показано, что пациенты с мутациями в обоих аллелях гена NTHL1 имеют 

риск развития многочисленных опухолей за пределами толстого кишечника [83]. Мыши, 

нокаутные по гену Nthl1, не отличаются от мышей дикого типа, и установлено, что белки NEIL1 

и NEIL2 могут заменять NTHL1 в репарации окисленных пиримидинов [84–87]. MEF, 

полученные от мышей с заменой в гене Nthl1, приводящей к аминокислотной замене D227Y (у 

человека D239Y), менее жизнеспособны в условиях нормоксии, а также при обработке 

менадионом, в связи с образованием окислительных повреждений. Наблюдаемое влияние этого 

варианта Nthl1 связано с тем, что белок сохраняет способность узнавать и связываться с ДНК, но 
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не способен катализировать удаление поврежденного основания, тем самым блокируя репарацию 

повреждений другими ферментами [88]. 

В недавнем исследовании с помощью клеточной линии HeLa NTHL1−/− была показана 

центральная роль NTHL1 в репарации тимингликоля — окислительного повреждения, 

индуцируемого ионизирующим облучением [89]. 

1.3.6. 8-оксогуанин-ДНК-гликозилаза (OGG1) 

8-oxoG — основное предмутагенное повреждение ДНК, возникающее под действием 

активных форм кислорода. Такое поврежденное основание способно образовывать пары не 

только с C, но и с A, что приводит к включению dAMP напротив 8-oxoG во время репликации и 

к мутациям G:C→T:A после второго цикла репликации [90, 91]. Для предотвращения таких 

мутаций в клетках человека 8-oxoG удаляется 8-оксогуанин-ДНК-гликозилазой 1 (OGG1), 

которая также обладает сопутствующей АП-лиазной активностью, расщепляющей цепь ДНК по 

АП-сайту по механизму β-элиминирования (Рисунок 2). В 1996 г. на основе функциональной 

комплементации мутаторного штамма E. coli был клонирован ген Saccharomyces cerevisiae, 

кодирующий белок с 8-оксогуанин-ДНК-гликозилазной активностью [92]; одновременно и 

независимо он был клонирован на основе способности его белкового продукта специфично 

связывать поврежденную ДНК [93]. кДНК человека и мыши, гомологичные последовательности 

гена OGG1 дрожжей, были затем независимо клонированы несколькими группами [94–100]. 

 

Рисунок 2. Схема реакций, катализируемых ферментом OGG1 в присутствии и в отсутствие APEX1. 

 

Ген OGG1 человека располагается на хромосоме 3 в локусе 3p25.3, в котором часто 

наблюдается потеря гетерозиготности при развитии раковых опухолей [94, 100, 101]. Ген 

содержит 8 экзонов и один дополнительный небольшой, редко используемый экзон 7.5 [95, 101–

103]. В интроне между экзонами 7 и 8 находится почти половина гена кальмодулинкиназы 1 

(CAMK1), транскрибируемого в противоположном направлении. Альтернативный сплайсинг 

генерирует две группы изоформ мРНК OGG1. Изоформы группы 1 (1a–1e) включают экзоны с 1 

по 7, а в изоформах группы 2 (2a–2h) вместо экзона 7 используется экзон 8. В каждой из групп 

изоформы отличаются друг от друга использованием некоторых внутренних экзонов и 

альтернативных сайтов сплайсинга. Интересно, что изоформы группы 2 описаны только у 
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приматов и отсутствуют даже в подробно аннотированных транскриптомах мышей, кур и 

D. rerio. 

Соответственно различиям в мРНК, изоформы белка OGG1 делятся на две группы с 

разными C-концевыми участками. Поскольку изоформы белков группы 2 содержат только N-

концевой сигнал митохондриальной локализации, а изоформы группы 1 — еще и сигнал ядерной 

локализации в C-концевой области, первоначально считалось, что эти группы соответствуют 

митохондриальным и ядерным белкам соответственно [104]. Однако иммуноцитохимическая 

локализация «основной ядерной изоформы» OGG1-1a выявила ее как в ядре, так и в 

митохондриях, тогда как изоформы OGG1-1b, -1c и -2a обнаруживаются исключительно в 

митохондриях [105, 106]. Более того, микроскопия высокого разрешения показывает, что OGG1-

1a находится в митохондриальном матриксе и связан с нуклеоидом митохондриальной ДНК 

[106]. 

Практически все исследования белка OGG1-1a человека выполнены на изоформе OGG1-1a. 

Она содержит 345 а. к. о. и имеет расчетную молекулярную массу 38.8 кДа. По своей структуре 

OGG1 относится к обширному суперсемейству белков, содержащих ДНК-связывающий мотив 

«спираль–шпилька–спираль» [107]. Ферментативная активность OGG1 специфично удаляет 8-

oxoG из пар 8-oxoG:C, но не из других пар [96, 99, 108]. Вдобавок к 8-oxoG, субстратом для OGG1 

может выступать другое поврежденное производное G — 2,4-диамино-6-оксо-5-

формамидопиримидин [109, 110]. Собственная АП-лиазная активность OGG1 примерно на 

порядок ниже ДНК-гликозилазной активности, и в присутствии АП-эндонуклеазы APEX1 

последняя быстро вытесняет OGG1 из комплекса с АП-сайтом — продуктом гликозилазной 

реакции (см. разд. 1.3.12). Продукция OGG1-1а в штаммах E. coli и S. cerevisiae, дефицитных по 

репарации 8-oxoG, частично комплементирует их спонтанный мутаторный фенотип [96, 97, 99]. 

Помимо поддержания геномной стабильности, ДНК-гликозилазе OGG1 приписывается 

важная роль в эпигенетической регуляции. Впервые она была обнаружена при анализе 

функциональной связи между деметилированием гистона H3 и экспрессией генов, 

контролируемых рецептором эстрогена [111]. Связывание рецептора с промоторами этих генов 

вызывает деметилирование H3K9 деметилазой LSD1. Побочный продукт этой реакции – 

перекись водорода, которая локально окисляет ДНК, что привлекает OGG1 и топоизомеразу IIβ, 

вызывая разрывы ДНК и релаксацию хроматина, необходимую для эстроген-индуцированной 

транскрипции. Стратегия контролируемого повреждения и репарации ДНК с участием OGG1 для 

управления транскрипцией с тех пор была показана еще для нескольких генов [112–114]. 

У человека известен природный полиморфизм OGG1 S326C, который ассоциирован с 

повышенным риском рака легкого и желудочно-кишечного тракта, хотя пенетрантность этого 

аллеля низкая [5, 115]. Белок OGG1 Cys326 имеет сниженную ферментативную активность и 
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легче окисляется, что уменьшает способность клеток к репарации окисленных оснований [109, 

116, 117]. Несмотря на то, что вариант OGG1 S326C представляет собой естественный 

полиморфизм с частотой встречаемости до 0,5 в некоторых восточноазиатских популяциях, о 

наличии такого аллеля у широко используемых клеточных линий не сообщалось. Однако 

получено несколько клеточных линий лимфоцитов от здоровых индивидуумов с генотипом 

326C/C [117]. Несколько распространённых лабораторных линий мышей гомозиготны по замене 

R336H, которая приводит к потере сигнала ядерной локализации, или несут комбинацию этого 

аллеля с инактивирующей заменой R304W, что приводит к повышенному уровню 8-oxoG в 

тканях [118, 119]. 

Мыши Ogg1−/− имеют слабо выраженный фенотип, у них накапливается в клетках 8-oxoG, 

наблюдается незначительное увеличение скорости мутаций, и с возрастом развивается рак 

легкого [120–122]. В MEF, полученных от этих нокаутных животных, также происходит 

накопление 8-oxoG без значительной потери выживаемости. Стоит отметить, что 

дополнительные нарушения в антиоксидантной защите, системах репарации окислительных 

повреждений или повышенный окислительный стресс приводят к гиперчувствительности таких 

клеток к оксидантам и высокой предрасположенности к раку [123–126]. В частности, нокаут 

Ogg1 увеличивает кардиотоксичность доксорубицина (химиотерапевтический препарат, 

индуцирующий образование активных форм кислорода), что приводит к острой сердечной 

недостаточности у мышей Ogg1−/− [127]. У мышей Ogg1−/− на диете с большим содержанием 

жиров развивается метаболический синдром, происходит изменение микробиома кишечника, что 

делает их более чувствительными к воспалению кишечника [128, 129]. Клетки яичников 

китайского хомячка с двойным нокаутом Ogg1 и Mutyh, полученные с помощью CRISPR/Cas9, 

чувствительны к редокс-активному гербициду метилвиологену (параквату) [130]. Интересно, что 

другая линия мышей с нокаутом митохондриальных изоформ Mutyh и Ogg1 неотличима от 

дикого типа даже на уровне мутагенеза мтДНК [131]. У мышей, дефицитных по гену Ogg1, 

нарушен противовоспалительный ответ на бактериальные инфекции, что может говорить о 

существовании иммунорегуляторной обратной связи, работающей посредством окисления ДНК 

[132]. На модели легочного фиброза индуцируемого блеомицином удалось продемонстрировать, 

что нокаут Ogg1 облегчает симптомы легочного фиброза [133]. Нокаут Ogg1 в мышиной модели 

болезни Альцгеймера приводит к увеличению уровня 8-oxoG, что вызывает потерю нейронов и 

ухудшение когнитивных функций [134]. На клеточной линии HeLa с нокаутом гена OGG1 было 

показано, что накопление 8-oxoG в теломерах приводит к укорочению теломер и последующей 

их потере [135, 136]. 
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1.3.7. Гомолог MutY (MUTYH) 

MUTYH — вторая ДНК-гликозилаза системы BER, которая помогает защитить клетки от 

мутагенных эффектов окисления G. В E. coli фермент MutY и 8-оксогуанин-ДНК-гликозилаза 

Fpg (известная также как MutM) работают вместе, чтобы предотвратить мутации, вызванные 8-

oxoG [137]. В случае, если 8-oxoG не был удален до репликации, и напротив него включился 

dAMP, монофункциональная ДНК-гликозилаза MutY удаляет A из образовавшейся пары A:8-

oxoG [138, 139] и позволяет репарационным ДНК-полимеразам включить dCMP, а в следующем 

цикле репарации из возникшей пары 8-oxoG:C удаляется 8-oxoG (Рисунок 3). Функциональным 

аналогом Fpg/MutM в клетках эукариот служит описанная выше 8-оксогуанин-ДНК-гликозилаза 

OGG1, хотя эти белки и не гомологичны. Ферментативная активность, идентичная активности 

MutY E. coli, была впервые обнаружена в экстрактах клеток HeLa [140]. Вскоре после этого была 

клонирована последовательность кДНК человека, гомологичная гену mutY E. coli [141]. 

 

Рисунок 3. А — схема реакций, катализируемых ферментом MUTYH. Б — схема функционального 

взаимодействия OGG1 и MUTYH или их бактериальных аналогов Fpg и MutY для предотвращения 8-

oxoG-зависимого мутагенеза. При возникновении 8-oxoG в ДНК (1) напротив него может включиться 

dAMP (2), что вызовет мутацию G→T (3). OGG1 удаляет 8-oxoG из пары 8-oхoG:C (4), инициируя ее 

репарацию с восстановлением пары G:C (5). MUTYH удаляет A из пары 8-oхoG:A (6), позволяя 

включение dCMP при репаративном синтезе (7) и повторение цикла репарации с участием OGG1 [137]. 

 

Ген MUTYH человека располагается на хромосоме 1 в локусе 1p34.1 и состоит из 17 

экзонов. Альтернативная инициация транскрипции и сплайсинг пре-мРНК MUTYH приводит к 

образованию по меньшей мере 13 изоформ мРНК и 9 изоформ белка с разными 

последовательностями 5′-концов мРНК и N-концов белка [142, 143]. Экспериментально 

идентифицированные транскрипты образуют три группы — α, β и γ — с разными сайтами 

инициации транскрипции, внутри которых изоформы различаются пропусками экзонов и 

использованием альтернативных сайтов сплайсинга. Одним из источников изменчивости мРНК 
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может быть перекрытие между экзоном 1 MUTYH и экзоном 1 гена TOE1, транскрибируемого в 

противоположном направлении [143]. Основная ядерная изоформа белка, MUTYHα1, имеет в 

длину 546 а. к. о. Функции других изоформ белка неясны: все, они, кроме одной, содержат 

полный каталитический домен, но, возможно, отличаются по каталитической активности и по 

специфичности к основанию напротив удаляемого A [144], а некоторые, вероятно, локализованы 

в митохондриях [105, 142, 145, 146]. Поскольку N-концевой участок MUTYH содержит сайт 

связывания для фактора репликации RPA, некоторые изоформы белка могут участвовать в 

репарации, сопряженной с репликацией [144]. 

Фермент MUTYH обладает монофункциональной ДНК-гликозилазной активностью и 

удаляет A из пар с 8-oxoG и G, но не разрывает при этом цепь ДНК, а оставляет в ней АП-сайт 

[147]. Помимо этого, он способен выщеплять из ДНК окисленное производное A — 2-

гидроксиаденин [146]. Как и в случае OGG1, MUTYH стимулируется АП-эндонуклеазой APEX1 

за счет увеличения числа оборотов фермента [148–150]. Белок MUTYH также относится к 

суперсемейству «спираль–шпилька–спираль», но его структура достаточно сильно отличается от 

структуры OGG1, и фактически сходство между этими белками ограничивается ДНК-

связывающим мотивом и примыкающей к нему петлей, богатой остатками Gly, Pro, Val и Asp 

[151]. 

Инактивирующие гомозиготные или составные гетерозиготные мутации в гене MUTYH 

приводят к семейному аденоматозному полипозу [152, 153]. Полученные от таких пациентов 

клеточные линии лимфоцитов не чувствительны к окислительному стрессу, но, как и OGG1-

дефицитные клетки, накапливают 8-oxoG и имеют повышенный уровень мутагенеза [154, 155]. 

Фенотип нокаутных мышей и их эмбриональных стволовых клеток напоминает фенотип 

нокаутов по гену Ogg1 и значительно более выражен у двойных нокаутов Mutyh−/− Ogg1−/− [123, 

156–160]. У мышей Mutyh−/− на продолжительной диете с высоким содержанием железа 

образуются гепатоцеллюлярные карциномы, что связано с хроническим окислительным 

стрессом, вызванным такой диетой [161, 162]. Окислительный стресс, индуцированный D-

галактозой, у мышей Mutyh−/− приводит к нарушениям работы сердца [163]. На мышиной модели 

болезни Альцгеймера и на мышиной модели легочного фиброза удалось продемонстрировать, 

что нокаут гена Mutyh приводит к уменьшению тяжести протекания заболеваний, что 

свидетельствует о роли белка Mutyh в их патогенезе [164, 165]. 

В клеточной линии нейробластомы CHP134 с одиночными нокаутами по генам OGG1 и 

MUTYH было показано накопление замен C→A с мутационной сигнатурой, идентичной 

наблюдаемым в образцах от пациентов с нейробластомами [166]. Нокаут гена MUTYH в 

клеточной линии 293T приводит к укорочению теломер, схожий эффект наблюдается и при 

нокауте гена OGG1 [167]. 
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1.3.8. N-метилпурин ДНК-гликозилаза (MPG) 

Белок MPG — это фермент, ответственный за репарацию алкилированных в кольцо 

пуринов, также способный удалять из ДНК 1,N6-этеноаденин и гипоксантин [168]. В настоящее 

время не известно о существовании патологий человека, ассоциированных с недостаточностью 

MPG, однако у гомозиготных носителей природного полиморфного варианта A135T со 

сниженной активностью заметно возрастает частота мутаций в соматических тканях [169]. 

Получена клеточная линия MKN45 аденокарциномы желудка, у которой отсутствует экспрессия 

MPG [170]. 

Двумя группами независимо получены нокаутные по Mpg мышиные модели [171, 172]. 

Эмбриональные стволовые (ES) клетки и MEF от таких мышей гиперчувствительны к 

алкилирующим агентам, и в них повышена частота хромосомных аномалий под действием 

метилметансульфоната (MMS) и 1,3-бис(2-хлорэтил)-1-нитрозомочевины [172, 173]. Клетки 

костного мозга, клетки сетчатки и гранулярные нейроны мозжечка нокаутных мышей более 

устойчивы к действию цитотоксических алкилирующих соединений, чем клетки мышей дикого 

типа, у которых происходит гибель нейронов, вызванная избыточно инициированной BER [174–

177]. По-видимому, в некоторых случаях отсутствие белка MPG защищает клетки от 

генотоксичных повреждений, а не увеличивает чувствительность к ним. Более того, недавно 

обнаружено, что активность MPG по отношению к гипоксантину в сочетании с нерегулируемым 

дезаминированием геномной ДНК служит основной причиной разрывов хромосом в раковых 

клетках [178]. С другой стороны, показано, что от уровня экспрессии Mpg зависит эффект, 

который оказывает канцероген N-нитрозодиметиламин (NDMA), на живой организм. Отсуствие 

экспрессии гена Mpg приводит к увеличению частоты мутаций и образованию опухолей печени 

при введении NDMA. Генотоксичность NDMA связана с образованием 3-mA в ДНК, которое не 

репарируется в клетках Mpg−/−. Однако увеличенная экспрессии Mpg летальна для организма при 

введении NDMA, так как накапливается значительное количество интермедиатов репарации 

[179]. 

1.3.9. Эндонуклеаза VIII-подобный белок 1 (NEIL1) 

Белок NEIL1 участвует в репарации окисленных пуринов и пиримидинов и, возможно, 

нужен для репарации неканонических структур в ДНК [180, 181]. К тому же NEIL1 и его гомолог 

NEIL3 участвуют в репарации нескольких типов внутри- и межмолекулярных сшивок ДНК [182–

184]. На данный момент в литературе не описана ни одна клеточная линия человеческого 

происхождения, которая несла бы мутацию в этом гене, однако промотор гена NEIL1 часто 

гиперметилирован в некоторых типах рака. Показано, что уровень белка NEIL1 в 10–1000 раз 

понижен в клетках плоскоклеточного рака головы и шеи [185–187]. 
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Фенотип нокаутных мышиных моделей напоминает метаболический синдром человека с 

ожирением, стеатозом печени и устойчивостью к инсулину, в особенности если животные 

содержатся на рационе с высоким содержанием жира [188, 189]. У таких мышей также были 

обнаружены признаки геномной нестабильности, в том числе делеции в митохондриальной ДНК 

и сниженная репарация формамидопиримидинов, циклопуринов и аддуктов афлатоксина, но они 

не приводили к развитию опухолей, за исключением карцином, индуцированных афлатоксином 

[87, 188, 190, 191]. Стоит отметить, что нокаут гена Neil1 у мышей также влияет на созревание и 

активацию B-клеток [192]. Помимо этого, у таких животных наблюдаются нарушения 

центральной нервной системы, которые затрагивают память и обоняние, и замедлено 

восстановление после инсульта [193, 194]. NEIL1 играет важную роль в нейрогенезе, так как 

мыши Neil1−/− демонстрируют тревожное поведение, у них чаще возникает апоптоз клеток 

гиппокампа при γ-облучении по сравнению с мышами дикого типа [195]. Однако мыши Neil1−/− 

Neil2−/− гиперактивны, имеют сниженную тревожность и улучшенные способности к обучению. 

Наблюдаемые поведенческие эффекты, по-видимому, не связаны с ролью этих ферментов в BER, 

так как уровень окислительных повреждений в гиппокампе не отличается от мышей дикого типа. 

Предположительно, Neil1 и Neil2 могут участвовать в регуляции экспрессии генов в гиппокампе 

[196]. У животных с двойным нокаутом Neil1−/− Nth−/− злокачественные новообразования 

возникают значительно чаще, чем у нокаутов по одному из этих генов [87].  

Мышиные ES клетки, в которых экспрессия гена Neil1 снижена с помощью малых 

интерферирующих РНК (миРНК), показывают незначительное увеличение чувствительности к 

γ-излучению [197]. У мышей, полученных из таких клеток, уровень экспрессии Neil1 снижен, но 

фенотипически нокдаун никак не проявляется [198]. MEF Neil1−/− имеют сниженный уровень 

поли(АДФ-рибоз)илирования белков после генотоксического стресса, вызванного обработкой 

клеток H2O2. Это обусловлено тем, что в норме NEIL1 связывается с PARP1 и стимулирует ее 

активность [199]. 

С помощью технологии геномного редактирования CRISPR/Cas9 получен нокаут NEIL1 в 

окологаплоидной линии клеток человека HAP1. В этих клетках исследовали мутационные 

сигнатуры, характерные для рака, однако они не отличались по частоте возникновения мутаций 

и их спектру от родительской клеточной линии [200]. 

1.3.10. Эндонуклеаза VIII-подобный белок 2 (NEIL2) 

ДНК-гликозилаза NEIL2 малоактивна на двуцепочечной ДНК, предпочитая выщеплять 

окисленные основания из не полностью комплементарных структур, в связи с чем 

предполагается, что этот фермент вовлечен в репарацию повреждений в интермедиатах 

транскрипции и в R-петлях [183, 201]. Для NEIL2 человека в литературе не описана ни одна 
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клеточная линия, мутантная по этому гену. Мыши, нокаутные по гену Neil2, не обладают 

выраженным фенотипом, хотя у них наблюдается более сильный воспалительный ответ и с 

возрастом накапливаются окислительные повреждения ДНК, особенно в активно 

транскрибируемых районах. MEF от таких организмов имеют значительно увеличенный уровень 

хромосомных аберраций и потерь теломер [202]. Нокдаун экспрессии гена Neil2 в эмбрионах 

Xenopus laevis с помощью антисмысловых морфолиновых олигонуклеотидов приводит к 

патологиям головы и хвоста на стадии хвостовой почки из-за нарушений в развитии клеток 

нервного гребня, которые претерпевают апоптоз из-за окислительных повреждений. 

Морфолиновый нокдаун экспрессии гена Apex1 фенотипически напоминает нокдаун Neil2 и 

приводит к микроцефалии и недоразвитию спинного и хвостового плавников [203]. 

1.3.11. Эндонуклеаза VIII-подобный белок 3 (NEIL3) 

Белок NEIL3 — это ДНК-гликозилаза со специфичностью к окисленным основаниям в 

одноцепочечной ДНК. Помимо этого NEIL3 участвует в удалении межцепочечных сшивок ДНК, 

вызванных цисплатином и псораленом [204, 205]. В основном этот ген экспрессируется в 

гематопоэтических и эмбриональных нервных тканях [206]. Известны три родственных пациента 

с гомозиготной мутацией D132V, которая приводит к значительному снижению ферментативной 

активности NEIL3. Клинически у них наблюдается тяжелый иммунодефицит (гипо-IgG, гипо-

IgA), аутоиммунные реакции и чувствительность к оппортунистическим инфекциям [207]. 

Мыши, нокаутные по гену Neil3, так же, как и животные Neil1−/− и Neil2−/−, жизнеспособны 

и фертильны [208, 209]. Подобно вышеописанным пациентам, у них увеличен уровень 

аутоантител в сыворотке и развиваются повреждения почек при введении поли(I:C), что 

представляет собой характерный признак аутоиммунного состояния [207]. Неврологические 

проявления состоят в снижении пролиферации нервных стволовых клеток и клеток-

предшественников, уменьшении регенерации нервных клеток после перинатальной 

гипоксической ишемии, нарушении обучения и памяти и изменениях в синаптической передаче 

в гиппокампе [209–211]. Мыши Neil3−/− имеют задержку в созревании нейронов гиппокампа 

[212]. У первичных MEF Neil3−/− скорость пролиферации снижена по сравнению с клетками 

дикого типа, и они более чувствительны к параквату и цисплатину [211]. 

1.3.12. АП-эндонуклеазы (APEX1, APEX2) 

Дезоксирибонуклеаза APEX1 — это первый общий белок, действующий в пути BER после 

разных ДНК-гликозилаз. Она обладает активностью АП-эндонуклеазы, 3′→5′-экзонуклеазы, 3′-

фосфодиэстеразы и 3′-фосфатазы (Рисунок 4). Белок человека APEX1 гомологичен 

экзонуклеазе III (Xth) — основной АП-эндонуклеазе E. coli [213–215] и относится к большому 

суперсемейству экзонуклеаз–эндонуклеаз–фосфатаз (EEP), которое помимо АП-эндонуклеаз 
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включает ДНКазу I, эндонуклеазы ретротранспозонов и ряд гидролаз низкомолекулярных 

соединений [216]. Все эти разнообразные ферменты имеют общий каталитический механизм 

гидолиза фосфодиэфирной связи. Активность APEX1 зависит от двухвалентных ионов металлов, 

из которых фермент предпочитает Mg2+, но проявляет активность также с Mn2+, Ni2+ и Zn2+ [217]. 

Помимо натуральных альдегидных АП-сайтов, APEX1 эффективно гидролизует ДНК, 

содержащую их синтетические аналоги — остатки (3-гидрокситетрагидрофуран-2-

ил)метилфосфата (THF), 3-гидроксипропилфосфата и 2-гидроксиэтилфосфата [218]. Первый из 

них часто применяется в исследованиях как субстрат для APEX1 ввиду своей более высокой 

стабильности к спонтанной деградации по сравнению с альдегидным АП-сайтом. Продукция 

белка APEX1 человека и мыши корректирует геномную нестабильность в мутантах E. coli xth и 

xth nfo, дефицитных соответственно по основной и по обеим АП-эндонуклеазам E. coli [214, 219]. 

Кроме того, APEX1 человека комплементирует мутаторный штамм E. coli dut xthTs, который 

погибает при 42 °C из-за неспособности мутантной экзонуклеазы III репарировать АП-сайты 

после удаления остатков U, накапливающихся в результате отсутствия 2′-дезоксиуридин-5′-

трифосфатнуклеотидгидролазы Dut [214]. 

 

Рисунок 4. Схема реакций, катализируемых ферментом APEX1. (i) АП-эндонуклеазная активность, (ii) 

3′→5′-экзонуклеазная активность, (iii) 3′-фосфодиэстеразная активность, (iv) 3′-фосфатазная активность. 

 

Ген APEX1 располагается на хромосоме 14 в локусе 14q11.2 и содержит 5 экзонов. За счет 

альтернативных донорных сайтов сплайсинга в экзоне 1 с него производится 4 изоформы мРНК, 

которые транслируются в один и тот же полипептид. 

Как первый общий белок BER, APEX1 выступает в роли важного координатора всего этого 

пути. Он способен стимулировать многие ДНК-гликозилазы, вытесняя их из комплекса с АП-

продуктом и тем самым увеличивая число оборотов фермента. Лучше всего такое 

взаимодействие изучено для OGG1: показано, что APEX1 связывается с ДНК с 5′-стороны от 
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связанной молекулы OGG1 и выталкивает последнюю в 3′-направлении, причем медленная АП-

лиазная активность OGG1 не успевает проявиться, и продукт реакции представляет собой 

продукт гидролиза АП-сайта APEX1 [220–224]. Также стимуляция APEX1 показана для UNG 

[225, 226], SMUG1 [46, 59], TDG [227, 228], MPG [229, 230], NTHL1 [231] и MUTYH [148, 149, 

232]. В свою очередь, APEX1 взаимодействует с POLβ и белком-адаптором XRCC1, обеспечивая 

координированный перенос интермедиатов BER между разными участниками процесса [233–

235]. 

Помимо своей роли в защите генома от повреждений, APEX1 принимает участие во 

множестве других клеточных процессов. Лучше всего изучена его так называемая «редокс-

активность»: с использованием остатка Cys65, консервативного у млекопитающих, APEX1 

восстанавливает окисленные остатки Cys в транскрипционных факторах c-Fos и c-Jun [236, 237], 

возвращая им способность связывать ДНК. Описано еще около десятка транскрипционных 

факторов, реактивируемых APEX1 за счет редокс-активности: NF-κB, p53, HIF-1α и др. [238]. 

3′→5′-экзонуклеазная активность APEX1 рассматривается как одна из корректирующих 

экзонуклеазных активностей в репликативном комплексе, удаляющая неправильно включенные 

нуклеотиды [239]. Также фермент способен удалять с 3′-конца включенные нуклеозидные 

аналоги, использующиеся как антивирусные и противоопухолевые средства [239, 240]. Кроме 

того, APEX1 участвует в активном деметилировании ДНК [241, 242], ремоделировании 

хроматина [243, 244], поддержании длины теломер [245, 246], контроле качества РНК [247, 248], 

процессинге мРНК и микроРНК [249, 250] и апоптозе [251]. 

Попытки получить гомозиготных мышей Apex1−/− до сих пор оказывались безуспешны, так 

как эмбрионы погибают на 6,5–7,5 день развития [252–254]. Клеточные линии от таких 

эмбрионов тоже не удалось получить. На модели рыбы Danio rerio было показано, что гибель 

морфолиновых нокдаунов apex1 происходит из-за неправильной закладки органов, и что такой 

фенотип может быть скорректирован экспрессией гена APEX1 человека [255]. Предполагается, 

что эмбриональная летальность отражает необходимость в АП-эндонуклеазной активности для 

BER-опосредованного активного деметилирования ДНК в процессе эпигенетического 

репрограммирования на ранних стадиях развития. 

Для исследования роли APEX1 на уровне организма использовали мышиные модели с 

индуцированным нокаутом гена у поздних эмбрионов или взрослых организмов. Было показано, 

что индуцированный нокаут Apex1 в нервных клетках мыши не влияет на развитие нервной 

системы эмбрионов. Однако через пять дней после рождения у этих мышей наблюдалось 

значительное снижение подвижности и роста, развивалась атаксия, и животные погибали к 

возрасту 3 недель [256]. Индуцированный нокаут Apex1 в нейронах переднего мозга взрослых 

мышей приводит к ухудшению памяти. Срезы мозга таких мышей имеют признаки ускоренного 
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старения [257]. Индуцированный нокаут Apex1 у взрослых мышей на уровне всего организма, 

приводит к гиперчувствительности к церебральной ишемии [258]. В отличие от полного нокаута, 

при замене C64A, приводящей к нарушению окислительно-восстановительной функции, мыши 

жизнеспособны и не имеют никаких морфологических и биохимических нарушений [259]. 

Очевидно, что именно репарационная, а не окислительно-восстановительная функция APEX1 

важна для правильного развития, что подтверждает эпигенетическую модель эмбриональной 

летальности у BER-дефицитных животных. Помимо это были получены гипоморфные мышиные 

модели со сниженной на 90% экспрессией Apex1 в легких, сердце, желудке и селезенке. У таких 

мышей накапливаются окислительные повреждения в эпителиальных клетках желудка при 

обработке химическими канцерогенами или заражении Helicobacter pylori [260]. 

В отличие от гомозигот Apex1−/−, мыши Apex1+/− жизнеспособны, но гаплонедостаточны. У 

них снижена активность системы BER, повышен уровень спонтанных мутаций в тканях [261–

265], увеличен уровень маркеров окислительного стресса в крови [254] и ускорено 

возникновение опухолей с возрастом (что, однако, требует еще и функционального дефицита 

системы NER) [265–267]. Кроме того, в связи с отсутствием окислительно-восстановительной 

функции у этих мышей снижено образование оксида азота и способность регенерировать 

эндотелиальные ткани [268–270]. Клетки, полученные от гаплонедостаточных мышей, 

чувствительны к окислительным агентам менадиону и параквату, но не к УФ-излучению [254]. 

На клеточной гипотриплоидной линии CH12F3 удалось успешно получить нокаут всех трех 

аллелей гена Apex1. Такие клетки растут нормально, но чувствительны к MMS и цисплатину [271, 

272]. Другая клеточная линия с похожими характеристиками была получена из клеточной линии 

тройного негативного рака молочной железы HCC1937 с помощью технологии CRISPR/Cas9 и 

была устойчива к олапарибу и цисплатину [273]. Стоит отметить, что MEF, в которых ген Apex1 

был удален с помощью системы Cre/lox, быстро уходят в апоптоз [274].  

В связи с тем, что долгое время не удавалась получить нокаутные клеточные линии, для 

исследования функций APEX1 в основном использовали клетки с нокдауном экспрессии гена. 

Как и ожидалось, подавление экспрессии гена APEX1 с помощью миРНК в нескольких клеточных 

линиях приводит к увеличению чувствительности к различным агентам, повреждающим ДНК, в 

том числе H2O2, MMS, темозоломиду, тиотепе, кармустину, блеомицину, этопозиду и 

ионизирующему излучению [275–277]. Низкий уровень APEX1 в клеточной линии глиомы 

человека также коррелирует с уменьшением выживаемости после облучения [278]. 

После завершения секвенирования генома человека в нем был обнаружен гомолог гена 

APEX1, который получил название APEX2 [279]. Ген APEX2 находится на X-хромосоме в локусе 

Xp11.21 и содержит 6 экзонов. Каталитический домен белка APEX2 принадлежит к тому же 

суперсемейству EEP, что и APEX1, однако, кроме каталитического домена, последовательность 
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APEX2 в C-концевом участке несет цинковый палец типа GRF и участок гомологии с 

бактериальным белком клеточного деления FtsN. Функции этих мотивов APEX2 остаются 

непонятными. Сам фермент обладает слабой АП-эндонуклеазной активностью, но сильными 

3′→5′-экзонуклеазной и 3′-фосфодиэстеразной активностями [280, 281], которые еще больше 

стимулируются при взаимодействии с PCNA [282]. Вследствие этого APEX2 сейчас обычно 

рассматривается как корректирующая репликативная экзонуклеаза, важная в условиях 

окислительного стресса, однако ее участие в качестве вспомогательного фермента BER не 

исключается. Недавние исследования свидетельствуют о роли APEX2 в репарационном пути 

микрогомологичного соединения концов. Предполагается, что APEX2 ответственен за удаление 

3′-флэпов, образующихся в результате репарации двуцепочечныз разрывов [283]. Мыши, 

нокаутные по гену Apex2, отстают в росте от мышей дикого типа и имеют нарушения 

кроветворения. ES клетки и MEF клетки от таких мышей показывают нормальную 

чувствительность к H2O2, блеомицину и рентгеновскому излучению [284]. Помимо этого, нокаут 

гена Apex2 в клеточной линии CH12F3 Apex1−/−/− не приводит к увеличению чувствительности к 

MMS [271]. 

1.3.13. ДНК полимераза β (POLβ) 

Клетки человека содержат как минимум 16 ДНК-полимераз, которые участвуют в 

процессах, требующих синтеза ДНК: репликации, репарации и рекомбинации. ДНК-

полимераза β — это самая маленькая ДНК-полимераза человека (335 а. к. о.; 39 кДа). По своей 

последовательности она относится к семейству X ДНК-полимераз вместе с ДНК-полимеразами 

λ, μ и терминальной дезоксинуклеотидилтрансферазой [285]. Ген POLB человека расположен на 

хромосоме 8 в локусе 8p11.21 и насчитывает 14 экзонов. Основная синтезируемая изоформа 

мРНК включает все эти экзоны и кодирует белок, состоящий из двух доменов: N-концевого 

домена, в котором локализована 2′-дезоксирибо-5′-фосфатлиазная (ДРФазная) активность, 

необходимая для короткозаплаточного пути BER, и ДНК-полимеразного домена (Рисунок 5). 

Последний, как и у всех ДНК-полимераз, подразделяется на субдомены «пальцы», «ладонь» и 

«большой палец». У POLβ отсутствует корректирующая 3′→5′-экзонуклеазная активность, 

которая повышает точность репликативных ДНК-полимераз. 
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Рисунок 5. Схема реакций, катализируемых ДНК-полимеразой β. 

 

Благодаря своему небольшому размеру и доступности белка в рекомбинантном виде POLβ 

к настоящему времени всесторонне охарактеризована на клеточном, биохимическом, 

кинетическом и структурном уровнях [286, 287]. POLβ может использовать субстраты типа 

«праймер–матрица», но, в отличие от многих других ДНК-полимераз, отдает заметное 

предпочтение однонуклеотидной бреши, ограниченной с 3′-стороны фосфатной группой [288]. 

Это предпочтение вполне логично, так как такой субстрат имитирует интермедиат BER после 

удаления 5′-dRP-фрагмента. Как ДРФазная, так и ДНК-полимеразная функции POLβ 

необходимы для короткозаплаточной BER. Достаточно долго продолжались дискуссии о том, в 

каком порядке в ходе BER выполняется удаление 5′-dRP-фрагмента и встраивание 

неповрежденного dNMP. Недавно была предложена модель сопряжения этих активностей, 

интегрирующая доступные структурные и кинетические данные [289]. Согласно ей, сначала 

ДРФазный домен POLβ образует временный ковалентный интермедиат с dRP, и включение 

dNMP происходит без высвобождения dRP. Только после того, как завершен ДНК-полимеразный 

шаг короткозаплаточной BER, происходит элиминирование dRP, гидролиз ковалентного 

интермедиата и образование готового к лигированию одноцепочечного разрыва ДНК. POLβ 

физически взаимодействует с APEX1 — ферментом, катализирующим предыдущую стадию 

BER, [233], и с адапторным белком XRCC1, который координирует передачу интермедиата 

короткозаплаточной BER от ДНК-полимеразы ДНК-лигазе [290, 291]. Кроме того, после 

включения одного нуклеотида POLβ при невозможности удаления 5′-dRP происходит 

переключение BER на длиннозаплаточный путь, катализируемый ДНК-полимеразами δ и ε [19], 

для чего POLβ взаимодействует с PCNA и его аналогом, комплексом RAD9/RAD1/HUS1 — 

факторами, отвечающими за ремоделирование репликативных комплексов при репарации и 
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транслезионном синтезе ДНК [292, 293]. Альтернативная APEX1-независимая ветвь 

короткозаплаточной BER также задействует POLβ в качестве основной ДНК-полимеразы [22]. 

Таким образом, доступные данные говорят о том, что POLβ занимает центральное место во 

всех вариантах пути BER. Частично ее функции может выполнять ДНК-полимераза λ из того же 

семейства X, однако последней отводится главная роль в репарации двуцепочечных разрывов 

ДНК, и полностью заместить POLβ она не способна [294, 295]. 

В опухолях человека часто наблюдается экспрессия аберрантных вариантов POLβ, включая 

низкоточные варианты, которые предположительно приводят к геномной нестабильности из-за 

репарации с ошибочным включением dNMP, не соответствующего матрице [296, 297]. Мышиные 

модели с гомозиготной заменой Y265C погибают почти сразу после рождения. MEF, полученные 

от таких организмов, растут медленно, имеют разнообразные хромосомные аберрации и 

претерпевают апоптоз при обработке MMS [298]. Попытки получить нокаут Polb−/− оказались 

безуспешны из-за эмбриональной летальности после 10,5 дня развития [299–301], что 

напоминает ситуацию с нокаутами по генам Tdg, Apex1, Xrcc1 и Lig1/3. Однако удалось получить 

MEF от нокаутов по Polb. У этих клеток увеличена чувствительность к различным 

алкилирующим агентам, но не к γ-излучению, УФ-излучению или H2O2 [300, 302]. Интересно, 

что этот фенотип можно скорректировать эктопической экспрессией dRP-азного домена, но не 

полимеразного домена POLβ [303]. 

Для исследования роли POLβ в развитии клеток ЦНС получали мышиные модели 

индуцированным нокаутом гена Polb. Нокаут Polb в предшественниках нейронов коры приводит 

к накоплению двуцепочечных разрывов, апоптозу клеток и в результате происходит истончение 

кортикальной пластинки (предшественник коры головного мозга) [304]. В свою очередь, Polβ в 

постмитотических нейронах необходима для дифференциации гиппокампальных нейронов [305]. 

Индуцированный нокаут Polb в клетках-предшественниках нейронов приводит к образованию 

медуллобластом при дополнительном нокауте гена Tp53, аналогичные результаты были 

получены на мышиных моделях с нокаутом генов Xrcc1 и Tp53 [306]. Индуцированный нокаут 

Polb и нокаут Atm в этих же клетках приводит к атаксии у мышей без значительных нервных 

патологий в мозжечке [307]. 

Клетки 293T Polb−/− накапливают больше эндогенных повреждений в митохондриальной 

ДНК, а нокаутные MEF имеют сниженный мембранный потенциал и содержание 

митохондриальной ДНК, что говорит о важности Polβ для поддержания целостности мтДНК и 

гомеостаза митохондрий [308]. Снижение уровня экспрессии POLB в клеточной линии рака 

яичников приводит к увеличению чувствительности к цисплатину, уменьшает инвазию, 

миграцию и эпителиально-мезенхимальный переход [309]. Для клеточных линий, дефицитных 
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по BRCA1 и BRCA2, снижение экспрессии POLB представляет синтетическую летальность [309, 

310]. 

Известно, что клетки с нокаутом Polb чувствительны к MMS, и нокдаун Apex1 еще более 

увеличивает эту чувствительность [311]. Помимо это чувствительность клеток Polb−/− к 

алкилирующим агентам возрастает при дополнительном нокауте гена ДНК-лигазы 4 (участник 

NHEJ), что может свидетельствовать об участии NHEJ в удалении интермедиатов BER [312]. В 

отсутствие экспрессии гена Polb в клетке функцию POLβ может выполнять ДНК-полимераза λ, 

в связи с этим, нокаут по Poll увеличивает чувствительность клеток DT40 Polb−/− к H2O2 [313]. 

1.3.14. Флэп-эндонуклеаза 1 (FEN1) 

Флэп-эндонуклеаза 1 (FEN1) — это мультифункциональный фермент, обладающий 

активностями 5′→3′-экзонуклеазы и специфичной к структуре ДНК эндонуклеазы. Первая из них 

необходима для удаления РНК-праймеров из фрагментов Оказаки, а эндонуклеазная активность 

функционирует в длиннозаплаточном пути BER для удаления нависающего 5′-концевого 

фрагмента после синтеза ДНК с вытеснением цепи, что подготавливает дуплекс для дальнейшего 

лигирования (Рисунок 1) [314–319]. В опухолях человека были обнаружены различные 

соматические мутации в гене FEN1 [320]. 

У трансгенных мышей делеция обоих аллелей Fen1 приводит к эмбриональной гибели на 

стадии бластоцисты, вероятно, из-за незаменимой роли FEN1 в репликации [321, 322]. 

Гетерозиготные животные жизнеспособны и фертильны, однако на фоне проонкогенного 

гетерозиготного аллеля Apc1638N происходит синергичное увеличение частоты злокачественных 

новообразований [321]. В опухолях человека была обнаружена замена FEN1 E106D, которая 

значительно снижает активность фермента. Для мышиных моделей с такой заменой в 

гомозиготном и гетерозиготном состоянии характерны аутоиммуные нарушения, воспаление, 

развитие рака легкого с возрастом и высокая чувствительность к индукции опухолей 1-метил-1-

нитрозомочевиной. MEF, полученные от таких организмов, имеют нарушения в 

длиннозаплаточной ветви BER, чувствительны ко многим генотоксичным агентам и 

демонстрируют повышенную частоту хромосомных аберраций [320, 323]. Похожий фенотип 

наблюдается в клетках мышей и человека, эктопически экспрессирующих каталитически 

неактивные мутанты FEN1 D181A и L209P [324, 325]. По-видимому, даже при наличии 

функционального аллеля FEN1 инактивирующей мутации в другом аллеле достаточно для 

проявления геномной нестабильности и развития злокачественных новообразований. Клетки 

DT40, нокаутные по гену FEN1, жизнеспособны, но растут медленно и чувствительны к H2O2, 

алкилирующим агентам, но не к УФ-излучению, ионизирующему излучению или этопозиду 

[326]. При подавлении экспрессии FEN1 с помощью миРНК в клеточной линии рака простаты 
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LNCaP тоже замедляется клеточная пролиферация, возможно, из-за неправильной репликации 

[327], в то время как подавление экспрессии FEN1 в клеточной линии глиобластомы LN308 

приводит к увеличению чувствительности к алкилирующим агентам и противоопухолевым 

лекарствам, приводящим к появлению сшивок [328]. На клеточных линиях человека, 

дефицитных по генам HR BRCA1 и BRCA2, было показано, что инактивация HR синтетически 

летальна с подавлением FEN1 [329, 330]. 

1.3.15. ДНК-лигаза I (LIG1) 

У человека LIG1 — это основная репликативная ДНК-лигаза, которая образует 

фосфодиэфирную связь между фрагментами Оказаки в отстающей цепи, привлекаясь в 

репликативный комплекс за счет взаимодействия с PCNA и FEN1 [331–333]. Помимо этого, LIG1 

участвует в нескольких системах репарации ДНК, в частности, в длиннозаплаточном пути BER 

(Рисунок 1) [332, 334]. Несмотря на очевидно важную роль этого белка в репликации, известен 

пациент, у которого обнаружены миссенс-мутации в гене LIG1, приводящие к частичной потере 

функции (замены в белке E566K и R771W). В число клинических симптомов этого пациента 

входят иммунодефицит (гипо-IgG), замедленный рост и светочувствительность [335, 336]. 

Полученные от него фибробласты 46BR и 46BR.1G1 имеют нарушения в системах репарации 

ДНК, гиперчувствительны к УФ-излучению, ионизирующему излучению, алкилирующим 

агентам и ингибиторам PARP1, у них увеличено число обменов между сестринскими 

хроматидами, замедлен рост и лигирование фрагментов Оказаки [337–342]. Эктопическая 

экспрессия LIG1 исправляет некоторые характеристики этих клеток [342, 343]. Протеомный 

анализ клеток 46BR выявил белки LIG1 и PCNA, уровень которых в фибробластах кожи человека 

обычно низок [344], что предполагает наличие компенсаторного ответа в клетках путем 

увеличения продукции LIG1 и белков, необходимых для соединения фрагментов Оказаки. 

Клетки 46BR менее чувствительны к ионизирующему излучению, чем клеточные линии, 

дефицитные по генам сигнального пути ответа на повреждения ДНК [345, 346]. Ответ на 

разрывы, вызванные ионизирующим излучением и нарушениями в репликации ДНК, 

измеренный на основе фосфорилирования гистона H2AX, находится в пределах нормы [347]. 

Однако эти клетки не способны активировать контрольную точку ATR/Chk1, специфичную для 

S-фазы, и в конечном счете накапливают интермедиаты репликации [343]. Мышиные модели с 

заменой Lig1 R771W воспроизводят фенотип заболевания: они жизнеспособны, но растут 

медленно, имеют аномальный гематопоэз в раннем возрасте и склонны к росту опухолей [348]. 

Также были обнаружены пациенты с мутациями в обоих аллелях гена LIG1, их симптомы 

включают гипогаммаглобулинемию, лимфопению, увеличение доли циркулирующих γδ-T-

лимфоцитов и макроцитоз эритроцитов. Клинически пациенты страдают от дефицита антител со 
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степенью выраженности от средней тяжести до тяжелого комбинированного иммунодефицита 

[349]. 

Мышиные эмбрионы, нокаутные по гену Lig1, развиваются нормально до 11,5 дня после 

зачатия, когда у них начинают возникать нарушения эритропоэза и увеличивается 

радиочувствительность; такие организмы погибают пренатально на 16,5 день эмбрионального 

развития [350, 351]. Интересно, что трансплантация гематопоэтических клеток из печени мышей 

Lig1−/− может спасти летально облученных взрослых мышей дикого типа, что говорит о том, что 

эмбриональная летальность связана с низкой скоростью пролиферации предшественников 

гематопоэтических клеток, а не с блоком гематопоэза. У первичных фибробластов, полученных 

от таких эмбрионов, наблюдается повышенная хромосомная нестабильность, однако в отличие 

от клеток человека 46BR, они нечувствительны к ионизирующему излучению, алкилирующим 

агентам и ингибиторам PARP1 [351]. Хотя в другом исследовании не удалось получить живые 

мышиные эмбриональные клетки Lig1−/− с помощью традиционных подходов [352], позже нокаут 

гена Lig1 был успешно получен в B-лимфоцитах мыши [353] и клетках DT40 [354], а также 

удалось стабильно подавить экспрессию LIG1 в нескольких линиях клеток человека с помощью 

миРНК [355]. Во всех случаях было показано, что LIG3 может заменить LIG1 в процессах 

репарации и клеточной пролиферации. 

1.3.16. ДНК-лигаза IIIα (LIG3) 

Белок LIG3 лигирует разрыв в короткозаплаточной ветви пути BER (Рисунок 1). 

Альтернативный сплайсинг последнего экзона приводит к образованию двух изоформ LIG3 — 

повсеместно экспрессируемой LIG3α и специфичной для половых клеток LIG3β [333, 356–358]. 

Кроме того, мРНК LIG3 имеет два альтернативных сайта инициации трансляции: более длинный 

белок содержит канонический амфипатический сигнал митохондриальной локализации, а более 

короткий направляется в ядро [358, 359]. 

В отличие от LIG1, о существовании организмов, дефицитных по LIG3α не сообщалось. 

Нокаут гена Lig3 приводит к эмбриональной гибели на 8,5 день развития, а MEF не 

поддерживаются в культуре из-за неизбежного апоптоза клеток [360]. В другом исследовании 

полный нокаут гена Lig3 в мышиных эмбриональных стволовых клетках был летален, но 

экспрессия митохондриальной изоформы LIG3α, направленной в митохондрии LIG1, и даже 

ДНК-лигаз E. coli и хлореллавируса предотвращала гибель клеток [361]. Также показано, что 

индуцированный нокаут гена Lig3 в первичных или трансформированных B-клетках приводит к 

их гибели [362]. Были получены две мышиные модели с индуцированным на стадии позднего 

эмбриона нокаутом Lig3 в нервной системе или в скелетных мышцах и миокарде [363]. В обоих 

случаях мыши рождались, но продолжительность жизни составляла меньше пяти недель; при 
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отсутствии нейрональной LIG3α у животных развивалась атаксия, при отсутствии же мышечной 

LIG3α — острая сердечная недостаточность. Патологии органов сопровождались нарушениями 

в митохондриях и уменьшением содержания мтДНК, в то время как репарация в ядре была 

нормальной [361, 363]. С помощью миРНК удалось получить клетки со сниженным уровнем 

экспрессии LIG3α, которые незначительно чувствительны к повреждениям ДНК и содержат 

увеличенное число сестринских хроматидных обменов [360, 363]. По-видимому, именно 

митохондриальная, а не ядерная изоформа LIG3α необходима для выживания клеток, что, 

возможно, связано с отсутствием других ДНК-лигаз в митохондриях и наличием дублирующей 

активности LIG1 в ядре. 

1.3.17. XRCC1 

XRCC1 — это белок, играющий важную роль в короткозаплаточной ветви BER (Рисунок 

1), который координирует многие белки BER и организует передачу интермедиатов репарации 

между последовательно действующими ферментами [364–366]. Исследования этого белка и BER 

в целом были значительно облегчены тем, что некоторые клоны клеточной линии яичников 

китайского хомячка CHO не способны осуществлять репарацию и чувствительны к 

повреждениям, но могут быть комплементированы геном или белком XRCC1 человека [367–

371]. Был обнаружен пациент с составной гетерозиготной мутацией, запускающей нонсенс-

опосредованный распад мРНК XRCC1, и получены иммортализованные клеточные линии 

фибробластов и лимфоцитов [372]. В этих клетках снижена репарация одноцепочечных разрывов 

и увеличено число сестринских хроматидных обменов, в то время как на уровне организма 

недостаток XRCC1 приводит к глазодвигательной апраксии, аксональной нейропатии и 

прогрессивной мозжечковой атаксии [372]. 

Мыши, нокаутные по гену Xrcc1, погибают внутриутробно на 8,5 день эмбрионального 

развития, однако клеточные линии от таких эмбрионов были получены [373–375]. MEF Xrcc1−/− 

гиперчувствительны к этилметансульфонату и ионизирующему излучению и демонстрируют 

недостаточность BER, хромосомные аномалии и высокий уровень эндогенных повреждений 

ДНК. Индуцированный нокаут гена Xrcc1 в эмбриональной нервной системе приводит к 

остановке формирования мозжечковых интернейронов; такой фенотип напоминает 

вышеупомянутого пациента [375]. В экспериментах по комплементации 10% от нормального 

уровня экспрессии Xrcc1 было достаточно для поддержания развития [374], так же, как и у 

пациента небольшое количество XRCC1 было достаточно для выживания, но не для правильного 

нейрогенеза [372]. Интересно, что дополнительный нокаут Tp53 позволяет мышам развиваться 

дальше, но не до рождения [373, 374], в то время как делеция Parp1 частично корректирует 

нейродегенеративный фенотип в индуцированном нокауте [372]. Возможно, подавление BER из-
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за ослабления клеточной сигнализации, опосредованной PARP1, позволяет другим 

репарационным системам исправить повреждения. Индуцированный нокаут Xrcc1 в 

примордиальных половых клетках мыши приводит к стерильности самцов мышей. Стерильность 

вызвана нарушениями в сперматогенезе, которые обусловлены повышенным уровнем активных 

форм кислорода, сбоем в работе митохондрий и апоптозом [376]. 

Клетки человека с нокаутом XRCC1, фибробласты, полученные от пациента с мутацией в 

гене XRCC1, и мышиные нейроны Xrcc1−/− не способны быстро восстановить транскрипцию 

после повреждения ДНК. Это связано с отсутствием регуляции активности PARP1 белком 

XRCC1, что приводит к излишней активности PARP1, которая подавляет восстановление 

транскрипции [377, 378]. Помимо этого, было показано, что PARP1 остается связанным с 

повреждением в клетках, дефицитных по XRCC1, что и объясняет чувствительность клеток к 

агентам, повреждающим ДНК [379, 380]. Ингибиторы LIG1 и киназ ATR, ATM и WEE1, 

отвечающих за прохождение контрольных точек клеточного цикла, проявляют синтетическую 

летальность в раковых клетках, дефицитных по XRCC1 [381, 382]. 

1.3.18. Поли(АДФ-рибоза) полимераза 1 (PARP1) 

Белок PARP1 не участвует в BER непосредственно, но играет важную регуляторную роль 

ввиду своей способности обнаруживать одноцепочечные разрывы в ДНК и модифицировать 

находящиеся рядом белки хроматина, включая самого себя, длинными разветвленными цепями 

поли(АДФ-рибозы) (PAR), помечая таким образом сайт повреждения [383, 384]. Клеточный 

сигнальный путь ответа на повреждения в ДНК привлекает факторы ремоделирования 

хроматина, в том числе белки, производящие разборку нуклеосом и подавляющие транскрипцию, 

для облегчения доступа белков репарации и для контроля хода репарации [384]. 

Во многих клеточных линиях, происходящих из плоскоклеточного рака и аденокарцином, 

в том числе в широко используемых клетках A549, экспрессия PARP1 исходно низка [385]. 

Получено несколько нокаутных мышиных моделей без значительных нарушений из-за 

отсутствия экспрессии PARP1. Фенотипически они отличаются кожными повреждениями, 

чувствительностью к алкилирующим и радиационным повреждениям и устойчивостью к 

диабету, вызываемому стрептозотоцином [386–388]. Мыши Parp1−/− имеют нарушения развития 

мозга, в частности мозг меньшего веса, что обусловлено уменьшенной площадью поверхности и 

толщины [389]. Также у таких мышей наблюдается нарушение дифференциации 

предшественников олигодендроцитов и миелинизации центральной нервной системы [390]. В 

клетках, полученных от таких нокаутных животных, репарация ДНК и стабильность хромосом 

остается нормальной, хотя скорость пролиферации немного снижена. При скрещивании мышей 

Parp1−/− с мышами, имеющими дефекты в системах репарации ДНК и сигнализации о 
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повреждениях, потомство было нежизнеспособно [391–393]. Помимо белка PARP1, в ядре 

локализуется его гомолог PARP2, который участвует в синтезе разветвленных цепей PAR и тем 

самым способствует дальнейшей репарации [394]. Мыши Parp1−/− Parp2−/− нежизнеспособны и 

погибают в начале стадии гаструляции [393]. 

С помощью клеточной линии HeLa, нокаутной по гену PARP1, удалось 

продемонстрировать, что структура PAR, а именно длина и разветвленность, влияет на 

жизнеспособность клеток, течение клеточного цикла и устойчивость к генотоксическому стрессу 

[395]. Помимо этого было показано, что в клеточной линии 293 с нокаутом гена PARP1 

значительно снижен уровень экспрессии ряда генов BER, в частности, NEIL1, NEIL3, SMUG1, 

MPG, POLB и FEN1, а также некоторых вспомогательных субъединиц ДНК-полимераз δ и ε 

[396]. 

Благодаря большому количеству исследований, выполненных на клеточных линиях с 

разным уровнем экспрессии PARP1, была сформулирована концепция синтетической 

летальности, на основе которой были разработаны противоопухолевые препараты — ингибиторы 

PARP1. В общем случае под синтетической летальностью понимают взаимодействие между 

двумя генами, при котором отсутствие экспрессии одного из них совместимо с жизнью, но 

одновременная потеря экспрессии двух генов приводит к клеточной гибели. При отсутствии 

PARP1 возникает коллапс репликативной вилки из-за одноцепочечных разрывов, а при 

ингибировании — из-за захвата PARP1 на ДНК, что запускает HR. Соответственно, раковые 

клетки, дефицитные по HR, гиперчувствительны к ингибиторам PARP1 [397–400]. Было 

показано, что подавление экспрессии LIG3 увеличивает эффективность ингибиторов PARP1 

против рака молочной железы, дефицитного по BRCA1 [401]. 

1.4. Использование клеточных линий, дефицитных по генам репарации ДНК 

1.4.1. Системы для оценки генотоксичности соединений на основе клеточных линий, 

дефицитных по генам репарации ДНК 

Современная генетическая токсикология использует набор исследований для оценки 

повреждений ДНК на молекулярном и клеточном уровне. Широко используются тест Эймса и 

его вариации, исследование мутаций в гене тимидинкиназы клеток лимфомы мыши, 

исследования микроядер, тест на хромосомные аберрации и исследование ДНК комет [402–404]. 

Основной недостаток этих способов оценки генотоксичности заключается в том, что не 

учитывается разница в ответе между разными организмами и между разными тканями одного 

организма. В связи с этим в середине 1980-х годов было предложено использовать клеточные 

линии, дефицитные по генам репарации ДНК, для увеличения чувствительности таких тестов [7] 

(Таблица 1). Как было описано выше, большинство мутантов по репарации гиперчувствительны 
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к агентам, повреждающим ДНК, что позволяет увеличить эффект от возможных генотоксических 

соединений. 

Исходный подход к оценке генотоксичности основывался на мониторинге роста клеток и 

их жизнеспособности. Соединения, повреждающие ДНК, вызывают более значительное 

ингибирование роста или клеточную смерть в клетках с дефектами в репарационных системах, 

чем в клетках дикого типа. Соотношение параметров роста клеточных линий использовали в 

качестве количественного показателя генотоксичности. Этот DRAG-тест (Detection of Repairable 

Adducts by Growth inhibition) был адаптирован для исследования в формате 96-луночноного 

планшета и был использован на клетках CHO, дефицитных по BER и NER, для детекции 

генотоксичности полигалогенированных ароматических соединений [405]. 

Помимо клеток CHO, для исследования генотоксичности используют клеточную линию B-

лимфоцитов DT40. Была создана панель клеточных линий с мутациями почти во всех известных 

генах репарации ДНК и ответа на повреждение ДНК и исследована в скрининге библиотек 

генотоксичных соединений и загрязнителей окружающей среды. В дополнение к количественной 

оценке генотоксичности панель клеток DT40 дает информацию о возможных механизмах 

репарации вызванных повреждений [406]. 

Для оценки генотоксичности цитогенетическими методами зачастую используют тест на 

формирование микроядер. Основная проблема использования в нем клеток дикого типа состоит 

в том, что повреждения быстро подвергаются репарации, и сложно детектировать какой-то 

эффект. В связи с этим уменьшение способности клеток репарировать повреждения ДНК 

значительно увеличивает чувствительность теста. С помощью систем геномного редактирования 

CRISPR/Cas9 и TALEN была получена панель изогенных клеточных линий, дефицитных по 

репарации ДНК, на основе линии клеток человека TK6, которую затем использовали в 

микроядерном тесте после обработки повреждающими ДНК агентами с разным механизмом 

действия — митомицином C, MMS, H2O2 и γ-радиацией [407]. 

Для использования в формате 96-луночного планшета также был адаптирован метод ДНК-

комет для изучения библиотек химических веществ с использованием клеток HTC116 POLB−/−, 

полученных с помощью CRISPR/Cas9 [408]. 
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Таблица 1. Примеры использования клеточных линий, дефицитных по генам репарации ДНК, для 

исследования генотоксичности соединений. 

Тип 

исследования 

Клеточные 

линии 

Гены, 

экспрессия 

которых 

снижена1, 2 

Соединение Ссылка 

Тест на 

формирование 

микроядер 

TK6 (клеточная 

линия 

лимфобластов 

человека) 

XRCC1, 

RAD54, LIG4, 

FANCD2, REV3 

MMS, H2O2, γ-излучение, 

митомицин C 
[407] 

Метод ДНК-

комет 

HCT116 

(клеточная линия 

колоректальной 

карциномы 

человека) 

POLB, TP53 

74 соединения из библиотеки 

соединений национальной 

токсикологической программы 

США 

[408] 

Выживаемость 

DT40 (клеточная 

линия куриных 

лимфоцитов) 

Polb, Ku70, 

Rad54, Rev3, 

Xpa 

Бисфенолы A, AP, C, F, M, P, S [409] 

Фармацевтические препараты: 

сульфаметазин, сульфатиазол, 

хлортетрациклин, 

окситетрациклин, диклофенак 

[410] 

Трихостатин A [411] 

γ-излучение, УФ-излучение, 

NaAsO2 
 

Polb, Fen1, 

Rev1, Polq и 11 

других генов 

MMS, цисплатин, 14 

полициклических 

ароматических углеводородов 

[406, 412] 

Ku70, Rad54, 

Rev3 

Библиотека соединений Tox21 

10K (>8300 уникальных 

соединений) 

[413] 

Polb, Atm, 

Fancc, Rad54, 

Ku70, Rev3, 

Ubc13 

Актиномицин D, адриамицин, 

алахлор, 2-аминотиамин, 

бензотрихлорид, 

диглицидиловый эфир 

резорцина, ловастатин, 

мелфалан, транс-1,4-дихлор-2-

бутен, трис(2,3-

эпоксипропил)изоцианурат 

[414] 
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CHO (клетки 

китайского 

хомячка) 

Xrcc1, Ercc1, 

Xpd 

УФ-излучение, H2O2, 

производное бензопирена, 

этилметансульфонат, 

митомицин С, библиотека 

полигалогенированных 

ароматических соединений, 

библиотека 22-х генотоксичных 

соединений 

[7, 405] 

1 Полужирным отмечены гены, которые кодируют белки BER 

2 Для приведенных исследований использовали клеточные линии с одиночными нокаутами и 

комбинированными 

 

1.4.2. Репортерные системы для исследования механизмов репарации повреждений на 

основе клеточных линий, дефицитных по генам репарации ДНК 

Эффективность репарации повреждений ДНК варьирует как среди разных индивидуумов, 

так и среди разных клеток в организме [415]. Помимо того, что нормальные клетки могут быть 

гетерогенны по своей способности осуществлять репарацию, такая же неоднородность 

характерна и для клеток злокачественных новообразований [416]. Эта особенность раковых 

клеток позволила разработать терапевтические агенты, которые ингибируют определенные 

компоненты системы репарации или ответа на повреждение, например, ингибиторы PARP1 для 

лечения онкологических заболеваний с дефектами в системе HR [417]. 

Для исследования процессов репарации в клеточных системах удобно использовать 

плазмидные конструкты с геном-репортером, в последовательность которого введены 

повреждения. При использовании в качестве репортеров флуоресцентных белков можно судить 

об эффективности репарации на основе измерения уровня флуоресценции клеточной популяции. 

Здесь стоит отметить, что повреждение можно встраивать как в исходную последовательность 

репортера, так и в измененную, куда специально введена инактивирующая репортер мутация. В 

первом случае будет наблюдаться реактивация флуоресценции в клетках (host cell reactivation, 

HCR) как результат эффективной репарации повреждения (Рисунок 6). Во втором варианте 

появление флуоресценции свидетельствует о событиях транскрипционного мутагенеза (TM): 

если РНК-полимераза ошибочно включает рибонуклеотид напротив поврежденого звена ДНК, 

это может вести к синтезу мРНК, кодирующую флуоресцентный вариант (Рисунок 6) [418]. 

Основное преимущество систем на основе таких плазмидных конструктов для изучения 

репарации состоит в том, что, в отличие от использования клеточных экстрактов и 

рекомбинантных белков, они детектируют события в естественных внутриклеточных условиях. 

С другой стороны, недостаток использования плазмидных конструктов связан с тем, что на 
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выходе считывается сигнал, который представляет сумму событий репарации, транскрипции и 

трансляции. Кроме того, плазмидная ДНК не всегда существует в том же состоянии хроматина, 

что и геномная ДНК. 

 

Рисунок 6. Типы репортерных систем на основе плазмид с введнным повреждением. HCR – сигнал 

детектируется только при репарации исходного повреждения, TM – детекция сигнала происходит при 

отсутствии репарации. Красным кругом обозначено повреждение, желтая звезда обозначает 

нуклеотиод, включенный РНК-полимеразой напротив повреждения. 

 

Существует несколько подходов получения плазмид с повреждениями (Рисунок 7). 

Исторически первые из них были основаны на обработке плазмид агентами, повреждающими 

ДНК (Рисунок 7А) [419]. Этот подход наиболее прост в реализации, однако позволяет получить 

только набор повреждений ДНК разной химической природы в случайных участках плазмиды, 

что затрудняет последующий анализ. Один из самых распространенных методов состоит в 

получении одноцепочечной кольцевой молекулы ДНК, последующем отжиге праймера с 

введенным повреждением и ферментативном синтезе второй цепочки ДНК (Рисунок 7Б) [420]. 

Таким образом можно вводить повреждение в любой участок плазмиды, но необходимость 

получения одноцепочечной кольцевой молекулы ДНК и проблемы с работой ДНК-полимераз на 

длинных одноцепочечных матрицах делают этот вариант достаточно трудоемким и дорогим. 

Третий подход в получении конструктов с повреждением основан на использовании эндонуклеаз 

рестрикции с никирующей активностью, которые имеют сайты узнавания, расположенные 

тандемно в последовательности репортерного гена (Рисунок 7В). В частности, в 

оптимизированной для экспрессии в клетках человека последовательности гена усиленного 

зеленого флуоресцентного белка (EGFP) содержится два сайта узнавания для никаз Nb.Bpu10I и 

Nt.Bpu10I, что позволяет вводить повреждения как в транскрибируемую, так и в кодирующую 

цепь соответственно [421]. Эта технология отличается простотой и быстротой в исполнении, хотя 
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при ее использовании область для введения повреждения ограничена наличием сайтов узнавания 

никаз. 

 

Рисунок 7. Способы получения плазмид с повреждениями. А. Способ, основанный на обработке 

плазмиды агентами, повреждающими ДНК. Б. Способ на основе получения одноцепочечной кольцевой 

молекулы ДНК (ssДНК) и последующем синтезе второй цепочки с повреждением. В. Получение 

плазмид с повреждением с помощью эндонуклеаз рестрикции с никирующей активностью. Красным 

кругом отмечено повреждение. 

 

Системы на основе использования плазмидных конструктов с введенными повреждениями 

и клеточных линий, нокаутных по генам репарации ДНК, используют для различных 

исследовательских целей. С их помощью можно изучать системы репарации, ответственные за 

удаление определенных повреждений ДНК. Например, было показано, что продукт 

радиационного повреждения ДНК тимингликоль подвергается NTHL1-зависимой BER, а 

окислительные повреждения пуринов 5′,8-цикло-2′-дезоксигуанозин и 5′,8-цикло-2′-

дезоксиаденозин — NER, сопряженной с транскрипцией [89]. Также с помощью плазмидных 

конструктов удалось продемонстрировать вклад NER в репарацию АП-сайтов [422]. Методом 

HCR исследуют варианты белков репарации, ассоциированных с развитием онкологических 

заболеваний. В частности, было показано, что варианты белка MUTYH Y165C, Q324H и G382D 

имеют сниженную ферментативную активность по отношению к каноническому субстрату 8-

oxoG:A [423]. Наконец, плазмидные репортерные конструкции находят применение в 

исследовании общей организации систем репарации ДНК и роли в них разных белков. Так, при 

их помощи подробно исследовали функцию белков RAD51, XRCC3, RAD52, BRCA1, BRCA2, 

Ku70 и BARD1 в HR [424, 425]. 
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1.5. Получение клеточных линий и мышиных моделей с генными модификациями 

1.5.1. Использование гомологичной рекомбинации для получения генной модификации 

Получение генных нокаутов стало одним из основных способов исследовать функцию гена 

в клетке и организме. Основы этой технологии были заложены в 1980-х гг. Для получения 

нокаутных организмов — например, мышей — сначала получают необходимую векторную 

конструкцию, затем с ее помощью в культуре эмбриональных стволовых клеток получают 

желаемую модификацию с помощью HR, после чего редкие целевые рекомбинанты вводят в 

эмбрион, находящийся на стадии преимплантации, и подсаживают суррогатной матери [426]. 

При таком подходе клетки, содержащие модификацию, будут вносить вклад в формирование 

всех тканей мыши, в том числе и половых клеток. Таким образом, желаемая модификация будет 

передаваться потомкам [427]. 

Существует два типа векторных конструкций для генных нокаутом — замещающего и 

вставочного типа (Рисунок 8) [428]. Вектор замещающего типа представляет собой 

линеаризованную донорную молекулу ДНК, содержащую плечи гомологии с эндогенным 

локусом и ген устойчивости к антибиотику (чаще всего к неомицину). Эндогенная 

последовательность замещается последовательностью вектора посредством двух кроссоверных 

событий. Вставочный тип приводит к линеаризации вектора внутри района гомологии 

эндогенного локуса, что приводит к дупликации геномной последовательности. Большая часть 

нокаутных мышиных моделей была создана с использованием векторов замещающего типа [427]. 

 

Рисунок 8. Получение генной модификации с помощью векторов замещающего и вставочного типа 

[429]. Серым отмечен участок гомологии, черным обозначен маркер для селекции. 

 

Следующий этап включает селекцию рекомбинантов. Изначально в качестве селективного 

маркера использовали ген устойчивости к неомицину, однако затем была предложена система 

положительной/отрицательной селекции (Рисунок 9) [430]. Линейные молекулы ДНК при 

вставке в случайные сайты сохраняют концы, однако при рекомбинации с целевым локусом 
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генома происходит потеря концов исходного линеаризованного вектора. В состав системы для 

селекции входит два компонента. Первый из них — это ген устойчивости к неомицину для 

позитивной селекции клеток-реципиентов, которые несут вставку. Такие клетки будут выживать 

на среде с аминогликозидным антибиотиком генетицином (G418). Второй компонент — это 

негативный маркер, последовательность гена тимидинкиназы вируса простого герпеса (HSV-tk), 

расположенная на конце линеаризованного вектора. Этот маркер используют для селекции 

против клеток, содержащих вставку целевого вектора в случайном локусе, на среде с 

ганцикловиром или 1-(2′-дезокси-2′-фтор-β-D-арабинофуранозил)-5-иодоурацилом (FIAU). 

Клетки, экспрессирующие вирусную тимидинкиназу, не способны выживать на такой среде. 

Нокаутные мышиные модели, созданные с помощью такого подхода, позволяют изучать 

патологию заболеваний. Также их можно использовать для разработки и оценки терапевтических 

препаратов [426]. К основным недостаткам этого метода относят возможность возникновения 

больших геномных делеций, что, в частности, может приводить к нежелательным потерям еще 

не идентифицированных генов, расположенных в интронах, или закодированных в 

комплементарной цепи, а также регуляторных элементов, обеспечивающих экспрессию других 

генов [427]. В качестве иллюстрации можно привести нокаутные мышиные модели по гену 

миогенного регуляторного фактора 4 (MRF4). Три группы исследователей получали нокауты, 

делетируя различные части гена, что приводило к совершенно разным результатам — как к 

появлению полностью жизнеспособных особей, так и к эмбриональной смертности [431]. 

 

Рисунок 9. Схема положительной/отрицательной селекции. А. Векторная конструкция содержит ген 

устойчивости к неомицину (neor), встроенный в экзон гена X, и ген тимидинкиназы вируса герпеса 

(HSV-tk) на конце. Гомологичная рекомбинация между векторной конструкцией и районом хромосомы 

приводит к инактивации гена X в хромосоме и к потере гена HSV-tk. Клетки, в которых произошло такое 

событие, будут иметь генотип X+/− neor+ HSV-tk− и будут расти на среде с G418 и FIAU. Б. Конструкция 

интегрируется в случайный локус генома хозяина, при этом сохраняется ген HSV-tk. Получившиеся 

клетки X+/+ neor+ HSV-tk+ будут расти на среде с G418, но погибнут на среде с FIAU [426]. 
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1.5.2. Использование геномного редактирования CRISPR/Cas9 для получения генной 

модификации 

Возможность осуществления точного и направленного редактирования генома высших 

эукариот открыло новую страницу в современных генетических технологиях. К настоящему 

времени существует несколько систем для введения модификаций в целевые районы генома. 

Самые распространенные из них основаны на применении нуклеаз с цинковыми пальцами (ZFN) 

[432–434], TAL-эффекторных нуклеаз [435–437] и системы CRISPR/Cas9, которая пользуется в 

наши дни наибольшей популярностью [438, 439]. 

Система CRISPR/Cas эволюционировала у прокариот для обеспечения адаптивного 

иммунитета против чужеродных генетических элементов — вирусов и плазмид [439]. Она 

состоит из локуса CRISPR (Clustered Reguarly Interspaced Short Palindromic Repeats), с которого 

транскрибируются некодирующие РНК, и белок-кодирующих генов сas (CRISPR-associated). 

Локус CRISPR — это кластер коротких палиндромных повторов длиной 30–40 п. н., разделенных 

участками вариабельной ДНК — спейсерами по 20–80 п. н. Спейсеры соответствуют коротким 

последовательностям чужеродных генетических элементов — протоспейсерам, например, 

фрагментам фаговых геномов [440]. В настоящее время обнаружено два класса, шесть типов и 33 

подтипа различных систем CRISPR/Cas, выделяемых на основе организации cas-оперона и 

различных механизмов достижения CRISPR-опосредованного иммунитета [441]. 

Нуклеазу Cas9 из CRISPR/Cas системы типа II наиболее широко используют в геномном 

редактировании. Общую схему работы системы адаптивного иммунитета CRISPR/Cas типа II 

можно разделить на три стадии. Первая из них — адаптация, заключающаяся в приобретении 

спейсера [439]. Вторая стадия включает синтез и процессинг CRISPR-РНК (crРНК): CRISPR 

локус транскрибируется и в дальнейшем подвергается процессингу в малые crРНК, каждая из 

которых состоит из прямого повтора и спейсера [442]. Вспомогательная некодирующая РНК — 

трансактивирующая CRISPR-РНК (tracrРНК), транскрибирующаяся с CRISPR локуса, вносит 

вклад в процессинг crРНК и участвует в формировании гибрида crРНК/tracrРНК [443]. Эта 

гибридная молекула служит для адресации эндонуклеазы Cas9 к нужной последовательности 

ДНК. Конечная стадия — интерференция, в ходе которой Cas9 и crРНК формируют активный 

рибонуклеопротеидный комплекс, проверяющий чужеродную ДНК на наличие районов 

комплементарности с последовательностью crРНК и расщепляющий ДНК при наличии такого 

соответствия [438, 444, 445]. Узнавание мишени белком Cas9 требует 20-нуклеотидной 

комплементарной последовательности в crРНК и наличия короткого мотива, прилежащего к 

протоспейсеру (PAM) [438, 446]. В самой широко применяемой системе CRISPR/Cas9 из 
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Streptococcus pyogenes PAM представляет собой последовательность 5′-NGG-3′ [438]. Для 

ортологов Cas9 могут быть другие требования к PAM [444, 445]. 

Главная идея, лежащая в основе геномного редактирования — внесение в целевой сайт ДНК 

двуцепочечных разрывов, которые подвергаются репарации в клетке. Главное преимущество 

системы CRIPSR/Cas9 заключается в том, что ДНК-мишень для белка Cas9 можно задать, всего 

лишь изменить 20-нуклеотидную последовательность спейсера в crРНК. В современных 

вариантах технологии CRIPSR/Cas9 обычно используют химерное единые направляющие РНК 

(sgРНК), которые имитируют комплекс tracrРНК-crРНК [444]. sgRNA содержат два главных 

структурных элемента: 20-нуклеотидную последовательность с 5′-конца sgРНК, которая задает 

ДНК-мишень по механизму комплементарности, и несколько шпилек на 3′-конце sgРНК, 

которые отвечают за связывание с Cas9 [438]. После внесения нуклеазой Cas9 адресованного 

двуцепочечного разрыва активируется процесс репарации. В присутствии донорной молекулы 

ДНК с гомологией участкам по сторонам разрыва происходит HR с точной заменой 

нуклеотидной последовательности на донорную, в противном случае репарация происходит по 

механизму NHEJ [447–449]. NHEJ приводит к появлению инсерций и делеций в целевом сайте, 

мутации такого типа используют для получения нокаутов. При размере инсерции/делеции, не 

кратном 3, происходит сдвиг рамки считывания, и образуется нефункциональный белок 

(Рисунок 10) [446, 450, 451]. 

 

Рисунок 10. Общая схема использования CRISRP/Cas9 для редактирования геномов [452]. NHEJ — 

репарационный путь негомологичного соединения концов, HR — гомологичная рекомбинация. 

 

Для получения клеточной линии с нокаутом экспрессии гена с помощью системы 

геномного редактирования CRISPR/Cas9 используют стратегию, включающую несколько этапов 

(Рисунок 11) [453]. На первом этапе происходит выбор последовательностей протоспейсеров 

гена-мишени in silico, затем клонирование подобранных последовательностей в плазмиду, 
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содержащую ген нуклеазы Cas9. Далее для оценки эффективности работы системы CRISPR/Cas9 

осуществляют трансфекцию плазмиды с подобранной sgРНК в клетки и затем секвенируют пул 

трансфицированных клеток. На следующем этапе клетки рассевают до отдельных моноклонов, 

которые генотипируют с помощью анализа полиморфизма длин рестрикционных фрагментов 

(RFLP) и секвенирования. 

 

Рисунок 11. Общая схема получения клеточной линии с нокаутом гена с помощью системы геномного 

редактирования CRISPR/Cas9 (по [453]). Стадии отмечены слева цифрами. 1 – дизайн in silico sgРНК 

(отмечены синим); 2 – клонирование sgРНК в плазмиду, содержащую ген Cas9; 3 – оценка 

эффективности подобранной sgРНК с помощью секвенирования пула трансфицированных клеток; 4 – 

получение отдельных моноклонов и их валидация с помощью анализа RFLP и секвенирования. 

 

1.6. Клеточные линии 293 и A549  

Культивируемые линии клеток человека и других животных широко применяют в 

исследовательских и промышленных целях для решения фундаментальных научных вопросов, 

создания вакцин, получения рекомбинантных белков, разработок генной терапии, исследования 

токсичности фармацевтических препаратов и т. п. В настоящей работе использовались клетки 

293FT и A549. 

Исходные клетки 293 были получены в 1973 г. из эмбриональной почки человека 

(абортивный материал) путем трансформации ДНК аденовируса типа 5 [454]. Известно, что 

встройка фрагмента генома аденовируса размером 4000 п. н. произошла в хромосому 19 [455]. 

Этот участок генома аденовируса несет кодирующие последовательности белков E1A и E1B, 
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которые влияют на контроль клеточного цикла и блокируют апоптоз [456, 457]. Согласно 

цитогенетическим данным, клеточная линия 293 гипотриплоидна [458]. Данные секвенирования 

транскриптома этой клеточной линии и ее производных говорят в пользу происхождения из 

надпочечника, а не почки, как считалось ранее, поэтому ее часто встречающееся в литературе 

название HEK293 (Human Embryonic Kidney cells) предложено пересмотреть. Помимо этого, при 

анализе данных секвенирования не было выявлено следов последовательностей Y-хромосомы, 

что свидетельствует в пользу женского происхождения этих клеток [8]. 

Получено несколько производных исходной клеточной линии 293 для различных целей. 

Линия 293T экспрессирует термочувствительный аллель T антигена вируса SV40 [459]. Это 

позволяет нарабатывать векторы, содержащие ориджин репликации SV40, тем самым 

значительно увеличивая уровень экспрессии при временной трансфекции. Впоследствии из 

клеточной линии 293T были получены клетки 293FT, отличающиеся высокой скоростью роста. 

Существует клеточная линия 293S, адаптированная для роста в суспензии [460]. Эта линия была 

подвергнута случайному мутагенезу этилметансульфонатом, были отобраны клоны, устойчивые 

к рицину. Показано, что эти клетки не способны синтезировать комплексные N-гликаны и 

соответственно преобладающая модификация гликопротеинов — это Man5GlcNAc2. Затем из них 

был получен клон, стабильно экспрессирующий репрессор TetR для тетрациклин-

индуцированной продукции белков. Эта клеточная линия получила название 293SG и широко 

используется для производства гомогенно N-гликозилированных белков [461]. 

A549 — это широко используемая клеточная линия немелкоклеточного рака легкого 

человека. A549 представляет собой гипотриплоидные альвеолярные базальные эпителиальные 

клетки. Эта клеточная линия была получена в 1972 г. из образца легочной карциномы [462]. 

Клетки A549 используют для продукции аденовирусов, в частности для репликации 

аденовирусных конструктов, которые не нуждаются в комплементации вирусным онкогеном 

E1A [463]. Помимо это клеточную линию A549 интенсивно используют в качестве модели 

альвеолярного легочного эпителия II типа. Было показано, что эти клетки наиболее подходят для 

исследования метаболизма легочной ткани и способов доставки лекарств [9]. 
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1.7. Заключение 

Многие основополагающие исследования в области репарации ДНК были сделаны на 

описанных выше клеточных и мышиных моделях, дефицитных по генам BER. В большинстве 

случаев изначально предпринимались попытки создать клеточные линии из биоматериала 

пациентов или получить нокаутные мышиные модели по генам системы BER. Дефицитные по 

некоторым генам BER организмы не выживают, что свидетельствует о ключевой роли BER в 

процессе эмбрионального развития, однако в ряде случаев от таких организмов удается получить 

эмбриональные стволовые клетки или эмбриональные фибробласты. Изучение скорости роста, 

частоты мутаций и чувствительности к генотоксичным соединениям таких клеток по сравению с 

клетками дикого типа внесло значительный вклад в понимание того, каким образом мутации в 

генах системы BER могут увеличивать риск развития заболеваний или вызывать их. Однако при 

использовании нокаутных клеточных линий разного происхождения возникают сложности с 

интерпретацией результатов исследования в связи с исходной разницей в генотипе клеточных 

линий. Такого рода вклад генотипа нивелирован при использовании изогенных клеточных линий. 

Появившаяся в 2013 г. технология редактирования ДНК на основе системы адаптивного 

иммунитета бактерий CRISPR/Cas9 значительно облегчила процесс получения клеток и 

животных с целенаправленно измененным геномом. С помощью этой технологии можно 

получать нокауты и нокдауны генов, а также вносить в них точечные замены. Представляется 

перспективным получение изогенной панели нокаутных клеточных линий по генам системы BER 

с помощью технологии геномного редактирования CRISPR/Cas9. С помощью клеточных линий, 

дефицитных по определенным участникам BER, можно исследовать генотоксичность 

соединений, а также механизмы репарации повреждений в клеточной системе.   
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Глава 2. Экспериментальная часть 

2.1. Материалы 

2.1.1. Реактивы 

В ходе работы использовали следующие реактивы: бромфеноловый синий, DTT, Triton X-

100 («Диаэм», Россия); dNTP, BSA, X-gal, раствор пропидия иодида, маркер подвижности ДНК 

1 т. п. н. («Сибэнзим», Россия); маркер подвижности ДНК 100 п. н. «GeneRuler» («Thermo Fisher 

Scientific», США); MgCl2, NaCl, формамид, глюкоза, глицерин, глицин, ампициллин, бакто-

триптон, бакто-дрожжевой экстракт, агароза, трис-(гидроксиметил)аминометан, SDS, EDTA, 

метоксиамин («MP Biomedicals», США); IPTG («AppliChem», США); MTT, MMS, H2O2, смесь 

ингибиторов протеаз «Protease Inhibitor Cocktail» («Sigma-Aldrich», США); наборы для 

выделения плазмид «Plasmid Purification Midi Kit», «Plasmid Purification Mini Kit», набор для 

очистки продуктов из геля «QIAquick Purification Kit», реагент Effectene («Qiagen», Нидерланды); 

набора для TA-клонирования «TA cloning kit» («Thermo Fisher Scientific»); липофектамин 3000, 

модифицированная Дульбекко среда Игла, модифицированный Дульбекко фосфатно-солевой 

буфер («Invitrogen», США); эмбриональная телячья сыворотка («GE Healthcare Life Sciences», 

США); трипсин-EDTA (0,25%) («Life Technology», США); реагент для проявки 

хемилюминесценции «Optiblot ECl Max Detection Kit» («Abcam», Великобритания). 

Для культуральных и клеточных работ использовали одноразовую посуду производства 

«Thermo Fisher Scientific» и «Corning» (США). Для приготовления всех растворов использовали 

деионизованную воду класса milliQ, за исключением микробиологических сред, которые 

готовили на дистиллированной воде. 

2.1.2. Клеточные линии 

В работе использовали клеточную линию 293FT любезно предоставленную лабораторией 

эпигенетики развития ИЦиГ СО РАН и клеточную линию аденокарциномы легкого человека 

A549, любезно предоставленную лабораторией биотехнологии ИХБФМ СО РАН. Клеточные 

линии HeLa, DLD-1 и HeLa с нокаутом гена NTHL1, полученную с помощью системы геномного 

редактирования CRISPR/Cas9 [89], были любезно предоставлены для работы проф. А. Хобтой 

(Йенский университет им. Ф. Шиллера, Германия). Клеточные линии регулярно проверяли на 

отсутствие заражения микоплазмой с помощью ПЦР района гена 16S рибосомальной РНК. 

2.1.3. Штаммы бактерий и плазмиды 

Для получения плазмидных конструктов использовали плазмиду pZAJ_5c, кодирующую 

флуоресцентный вариант EGFP, и плазмиды pZAJ_Q205*, pMR_Q205P и pMR_A207P, 

кодирующие нефлуоресцентные варианты EGFP [464]. Данные плазмиды и плазмида для 
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контроля трансфекции pDsRed-Monomer-N1 были любезно предоставлены проф. А. Хобтой. 

Плазмиду pSpCas9(BB)-2A-GFP (pX458) [453] для получения нокаутов с помощью системы 

CRISPR/Cas9 любезно предоставила лаборатория эпигенетики развития ИЦиГ СО РАН. В работе 

использовали клетки штамма E. coli DH5α (F– Δ(argF-lac)169 φ80dlacZ58(M15) glnX44(AS) λ– 

rfbC1 gyrA96(NalR) recA1 endA1 spoT1 thiE1 hsdR17). Клетки хранили при −70 °C в 20%-ном 

глицерине. 

2.1.4. Стандартные буферы и растворы 

В работе использовали буферы и растворы, приведенные в Таблица 2. 

Таблица 2. Состав буферов и растворов, использованных в работе 

Название  Состав 

Блокирующий раствор  5%-ное обезжиренное сухое молоко, TBST 

Буфер 1 20 мМ Трис–HCl (pH 8,0), 50 мМ NaCl, 10 мМ MgCl2, 2 мМ DTT, 5%-ный 

глицерин 

Буфер 2  50 мМ Трис–HCl (pH 7,5), 10 мМ MgCl2, 10 мМ DTT, 0,1 мМ dATP, 0,1 мМ 

ATP 

Буфер 3 25 мМ Трис–HCl (pH 7,5), 50 мМ NaCl, 1 мМ EDTA, 1 мМ DTT 

Буфер 4 50 мМ Трис–HCl (pH 7,5), 100 мМ NaCl, 5 мМ MgCl2, 1 мМ DTT 

Буфер I 10 мM Трис–HCl (pH 7,8), 200 мM KCl 

Буфер II 10 мM Трис–HCl (pH 7,8), 600 мM KCl, 2 мM EDTA, 40%-ный глицерин, 

0,2%-ный Нонидет P-40 

Буфер III 10 мМ HEPES (pH 7,6), 60 мМ KCl, 1 мМ EDTA, 0,075%-ный Нонидет P-40, 

1 мМ PMSF, 1 мМ DTT 

Буфер IV 20 мМ Трис–HCl (pH 8,0), 420 мМ NaCl, 1,5 мМ MgCl2, 0,2 мМ EDTA, 

25%-ный глицерин, 1 мМ PMSF 

Буфер NEB 4 20 мМ Трис-ацетат (pH 7,9), 50 мМ ацетат калия, 10 мМ ацетат магния, 

1 мМ DTT  

Буфер BEH 10 мМ HEPES (pH 7,5), 200 мМ NaCl, 1 мМ EDTA 

Буфер BER 50 мМ Трис–HCl (pH 7,5), 10 мМ MgCl2, 10 мМ DTT, 0,1 мМ dGTP, 1 мМ 

ATP 

Буфер POLβ 10 мМ Трис–HCl (pH 7,6), 10 мМ MgCl2, 1 мМ DTT, 0,1 мМ dGTP 

Буфер R 10 мМ Трис–HCl (pH 8,5), 10 мМ MgCl2, 100 мМ KCl, 0,1 мг/мл BSA 

Буфер для PNK фага 

T4 

50 мМ Трис–HCl (pH 7,6), 10 мМ MgCl2, 5 мМ DTT 

Буфер для Taq-

полимеразы 

75 мМ Трис–HCl (pH 8,8), 20 мМ (NH4)2SO4, 0,01%-ный (v/v) Tween 20 

Буфер для ДНК-лигазы 

фага T4 

40 мМ Трис–HCl (pH 7,8), 10 мМ MgCl2, 10 мМ DTT, 0,5 мМ ATP  

Буфер для очистки 

олигонуклеотидов 

100 мМ Трис–HCl (pH 7,5), 1 мМ EDTA 

Буфер для переноса 25 мМ Трис–HCl (pH 8,3), 190 мМ глицин, 0,1%-ный SDS, 10%-ный 

метанол 

Буфер с протеиназой K 10 мМ Трис–HCl (pH 8,0), 10 мМ EDTA, 3,5% Igepal CA630, 3,5%-ный 

Tween 20, 0,4 мг/мл протеиназы K 

Краситель BPB-Gly 

(6×)  

30%-ный глицерин, 0,1%-ный бромфеноловый синий 

Краситель с 

формамидом 

20 мМ EDTA, 0,1%-ный ксиленцианол, 0,1%-ный бромфеноволовый синий 

в формамиде 

Лэммли буфер 0,125 мМ Трис–HCl (pH 6,8), 4%-ный SDS, 10%-ный β-меркаптоэтанол, 

20%-ный глицерин, 0,004%-ный бромфеноловый синий 
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Среда LB 1%-ный (w/v) бакто-триптон, 0,5%-ный (w/v) бакто-дрожжевой экстракт, 

1%-ный (w/v) NaCl 

Среда SOC 2%-ный (w/v) бакто-триптон, 0,5%-ный (w/v) бакто-дрожжевой экстракт, 

10 мМ NaCl, 2,5 мМ KCl, 10 мМ MgCl2, 20 мМ глюкоза 

EB  10 мM Трис–HCl (pH 8,5) 

TAE 40 мМ Трис–ацетат (pH 7,6), 1 мМ EDTA 

TE 10 мМ Трис–HCl (pH 8,0), 1 мМ EDTA 

TBE 89 мМ Трис, 89 мМ борная кислота, 2 мМ Na-EDTA 

TBST 20 мМ Трис–HCl (pH 7,6), 150 мМ NaCl, 0,1%-ный Tween 20 

TGS 25 мМ Трис–HCl (pH 8,3), 250 мМ глицин, 0,1%-ный SDS 

2.1.5. Ферменты и антитела 

В работе использовали протеиназу K, урацил-ДНК-гликозилазу E. coli (Ung), эндонуклеазы 

рестрикции DraIII, Hpy188III, NgoMIV, PleI («Сибэнзим»), эндонуклеазу рестрикции BbsI, 

эндонуклеазу IV E. coli («New England BioLabs», США); никазы Nb.Bpu10I, Nt.Bpu10I, Taq-

полимеразу, ДНК-лигазу фага T4, полинуклеотидкиназу (PNK) фага T4 («Thermo Fisher 

Scientific»); рекомбинантные белки APEX1 и Fpg, выделенные в лаборатории геномной и 

белковой инженерии ИХБФМ СО РАН; рекомбинантный белок POLβ, любезно предоставленный 

лабораторией биоорганической химии ферментов ИХБФМ СО РАН. Для проведения 

иммуноблотинга использовали первичные кроличьи антитела к белку APEX1 человека (NB100-

101), первичные мышиные антитела к белку MUTYH человека (H00004595-M01, «Novus 

Biologicals», США), первичные мышиные антитела к белку POLβ человека (ab1831, «Abcam»), 

первичные мышиные антитела к белку PCNA человека (sc-56, «Santa Cruz Biotechnology», США), 

вторичные козьи антитела против иммуноглобулинов кролика (ab6721) и мыши (ab6789), 

конъюгированные с пероксидазой хрена («Abcam»). 

2.1.6. Олигонуклеотиды 

В Таблица 3 приведены последовательности олигонуклеотидов, использованных в работе. 

Олигонуклеотиды для получения плазмид с повреждениями были любезно предоставлены проф. 

А. Хобтой (Йенский университет им. Ф. Шиллера, Германия). Остальные олигонуклеотиды были 

синтезированы в лаборатории медицинской химии ИХБФМ СО РАН. Для синтеза 

олигонуклеотидов с повреждениями использовали коммерчески доступные амидофосфиты 

(«Glen Research», США). Метоксиаминовые аддукты АП-сайта с фосфатными или 

фосфоротиоатными межнуклеозидными связями (MX, sMX и sMXs) получали обработкой 

соответствующих урацилсодержащих плазмид Ung и метоксиамином (см. разд. 2.2.13.4). 

Таблица 3. Последовательности олигонуклеотидов. 

Название  Последовательность (5′→3′) 

Праймеры для TA-клонирования 

T7APEX1_3_for GGCTTTCGTTGGGTCTATAGTTA 

T7APEX1_3_rev CAACATTCTGGGAAGAGGAGAG 

T7_APEX2_2nd_for CTTTGCTTCCTTCAGCGTCC 

T7_APEX2_2nd_rev TTCGGGGGTTTGACTTGG 
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T7POLB_1_for CCGTCTCCAAGTCCTGGTA 

T7POLB_1_rev GGCTCACGTTCTTCTCAAAGT 

T7_OGG1_1ex_1_F TGTTAAACAGCACCGTGTGGG 

T7_OGG1_1ex_1_R GGTTGGCTACCCGTGCTT 

T7_MUTYH_7ex_F  TGTCTCTTTCTGCCTGCCTG 

T7_MUTYH_7ex_R  CTACGTTGCCATCCACCACA 

Олигонуклеотиды для получения двуцепочечных субстратов для исследования активности BER 

in vitro 

U CTCTCCCTTCXCTCCTTTCCTCT (X = U) 

THF CTCTCCCTTCXCTCCTTTCCTCT (X = THF) 

coml AGAGGAAAGGAGCGAAGGGAGAG 

primer CGAGACCGTCG 

downstream GAGGAAAGAAGCGAAGGAATTCCAGAGC 

template GCTCTGGAATTCCTTCGCTTCTTTCCTCTCGACGGTCTCG 

Маркеры подвижности 

23 CTCTCCCTTCGCTCCTTTCCTCT 

11 CTCTCCCTTCG 

10 CTCTCCCTTC 

Олигонуклеотиды для получения плазмид с повреждениями 

pZA_Bpu10I botttom TCAGGGCGGACTGGGTGC 

pZAJ_5C TS compl GCACCCAGTCCGCCCTGA 

Cloning EGFP_Q204X BTM TCAGGGCGGACTAGGTGC 

nts.613_8G TGAGCACCXAGTCCGCCC (X=8-oxoG) 

ts.613_THF TCAGGGCGGACTXGGTGC (X = THF) 

ts.613_SF TCAGGGCGGACTXGGTGC (X = sF) 

ts.613_U TCAGGGCGGACTXGGTGC (X = U) 

ts.613_sU TCAGGGCGGACTXGGTGC (X = sU) 

ts.613_sUs TCAGGGCGGACTXGGTGC (X = sUs) 

ts.613_fA TCAGGGCGGACTXGGTGC (X=fA) 

Q204* NB compl GCACCTAGTCCGCCCTGA 

ts.614G TCAGGGCGGACGGGGTGC 

ts.614_8G TCAGGGCGGACXGGGTGC (X = 8-oxoG) 

ts.614_s8G TCAGGGCGGACXGGGTGC (X = s8-oxoG) 

pMR_Q205P TS compl GCACCCCGTCCGCCCTGA 

ts.619G TCAGGGGGGACTGGGTGC 

ts.619_8G TCAGGGXGGACTGGGTGC (X = 8-oxoG) 

ts.619_s8G TCAGGGXGGACTGGGTGC (X = s8-oxoG) 

pMR_A207P TS compl GCACCCAGTCCCCCCTGA 

Олигонуклеотиды для клонирования протоспейсеров в плазмиду pX458 

APEX1_1_for CACCGGTAACGGGAATGCCGAAGCG 

APEX1_1_rev AAACCGCTTCGGCATTCCCGTTACC 

APEX1_2_for CACCGTAACGGGAATGCCGAAGCGT 

APEX1_2_rev AAACACGCTTCGGCATTCCCGTTAC 

APEX1_3_for CACCGGATCAGAAAACCTCACCCAG 

APEX1_3_rev AAACCTGGGTGAGGTTTTCTGATCC 

APEX2_2_top CACCGATTCGGAGACCCCTGCAAG 

APEX2_2_bot AAACCTTGCAGGGGTCTCCGAATC 

POLB1_for CACCGGCCGCAGGAGACTCTCAACG 

POLB1_rev AAACCGTTGAGAGTCTCCTGCGGCC 

POLB_2_for CACCGGGCCGCCATGAGCAAACGGA 

POLB_2_rev AAACTCCGTTTGCTCATGGCGGCCC 

OGG1_1ex_1_top CACCGCACCGGAAAGATTGTCCAGA 

OGG1_1ex__1_bot AAACTCTGGACAATCTTTCCGGTGC 

OGG1_1ex_2_top CACCGCCAGGCGCAGCTCAGAGCGA 

OGG1_1ex__2_bot AAACTCGCTCTGAGCTGCGCCTGGC 
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MUTYH_5_top CACCGGTATAGTAGTTGATCACAG 

MUTYH_5_bot AAACCTGTGATCAACTACTATACC 

MUTYH_7_top CACCGCTACTATTCTCGTGGCCGG 

MUTYH_7_bot AAACCCGGCCACGAGAATAGTAGC 

sF — THF с 5′-фосфоротиоатной связью, sU — остаток dU с 5′-фосфоротиоатной связью, sUs — 

остаток dU с фосфоротиоатной связью с 5′- и 3′-стороны, s8-oxoG — 8-oxoG с 5′-фосфоротиоатной 

связью 

Олигонуклеотиды для получения плазмидных конструктов с мисматчами 

ts.610C TCAGGGCGGACTGGGCGC 

ts.610G TCAGGGCGGACTGGGGGC 

ts.611T TCAGGGCGGACTGGTTGC 

ts.611C TCAGGGCGGACTGGCTGC 

ts.611A TCAGGGCGGACTGGATGC 

ts.613T TCAGGGCGGACTTGGTGC 

ts.613C TCAGGGCGGACTCGGTGC 

ts.613A TCAGGGCGGACTAGGTGC 

ts.614C TCAGGGCGGACCGGGTGC 

ts.614G TCAGGGCGGACGGGGTGC 

ts.614A TCAGGGCGGACAGGGTGC 

ts.615G TCAGGGCGGAGTGGGTGC 

ts.615A TCAGGGCGGAATGGGTGC 

ts.616T TCAGGGCGGTCTGGGTGC 

ts.616C TCAGGGCGGCCTGGGTGC 

ts.616G TCAGGGCGGGCTGGGTGC 

ts.617T TCAGGGCGTACTGGGTGC 

ts.617C TCAGGGCGCACTGGGTGC 

ts.617A TCAGGGCGAACTGGGTGC 

ts.619T TCAGGGTGGACTGGGTGC 

ts.619G TCAGGGGGGACTGGGTGC 

ts.619A TCAGGGAGGACTGGGTGC 

ts.620T TCAGGTCGGACTGGGTGC 

ts.620C TCAGGCCGGACTGGGTGC 

ts.620A TCAGGACGGACTGGGTGC 

Олигонуклеотиды для проведения ПЦР в режиме реального времени 

rtAPEX1_fwd GTTTCTTACGGCATAGGCGAT 

rtAPEX1_rev CACAAACGAGTCAAATTCAGCC 

rtMBD4_fwd CCGTCACCTCTAGTGAGCG 

rtMBD4_rev GCAGAAGCGATGGGTTCTTGTA 

rtMPG_fwd CCCATACCGCAGCATCTATTT 

rtMPG_rev GGCTGGTCGAAGAACTCCAA 

rtMUTYH_fwd ATACCGGATGGATGCAGAAGT 

rtMUTYH_rev GCCCAGAGTTGATTCACCTCC 

rtNEIL1_fwd CCTACCGCATCTCAGCTTCAG 

rtNEIL1_rev GTCCACGAAACATAGGGCGAG 

rtNEIL2_fwd CTGTCTGCTATACACTGCTGGA 

rtNEIL2_rev GCACTCAGGACTGAACCGA 

rtNEIL3_fwd TGGATCAGAACGTATTGCCTGG 

rtNEIL3_rev GACCACAATTAGGACGCTTGTAA 

rtNTHL1_fwd TGAGCACTGCTATGACTCCAG 

rtNTHL1_rev AGCGTGGCATCATCTGTCTG 

rtOGG1_fwd ACTCCCACTTCCAAGAGGTG 

rtOGG1_rev GGATGAGCCGAGGTCCAAAAG 

rtSMUG1_fwd CGCAACTACGTGACTCGCTAC 

rtSMUG1_rev ACTGGTCGTTTAGGATGCTCTT 

rtTDG_fwd TCACACTCTACCAGGGAAGTATG 
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rtTDG_rev ACGTCCTCCTTCACGAAATTCT 

rtUNG_fwd CCCCACACCAAGTCTTCACC 

rtUNG_rev TTGAACACTAAAGCAGAGCCC 

rtB2M_fwd ATGTCTCGCTCCGTGGCCTTA 

rtB2M_rev ATCTTGGGCTGTGACAAAGTC 

 

Модифицированные нуклеотиды ДНК, репарация которых исследована в работе, 

приведены на Рисунок 12. 

 

Рисунок 12. Структуры модифицированных звеньев ДНК, использованных в работе. (i) (3-

гидрокситетрагидрофуран-2-ил)метилфосфат (THF); (ii) (3-гидрокситетрагидрофуран-2-

ил)метилфосфоротиоат (sF); (iii) 2,3-дигидрокси-5-(метиксиимино)пентилфосфат (MX); (iv) 2,3-

дигидрокси-5-(метиксиимино)пентилфосфоротиоат (sMX); (v) 2,3-дигидрокси-5-

(метиксиимино)пентилфосфоротиоат с 3-фосфоротиоатой связью (sMXs); (vi) 2′-дезоксиуридин-5′-

фосфат (U); (vii) 2′-дезоксиуридин-5′-фосфоротиоат (sU); (viii) 2′-дезоксиуридин-5′-фосфоротиоат c 3′-

фосфоротиоатной связью (sUs); (ix) 7,8-дигидро-8-оксо-2′-дезоксигуанозин-5′-фосфат (8-oxoG); (x) 7,8-

дигидро-8-оксо-2′-дезоксигуанозин-5′-фосфоротиоат (s8-oxoG); (xi) 2′-β-фтор-2′-дезоксиаденозин-5′-

фосфат (fA). 

 

2.2. Методы 

2.2.1. Получение нокаутных клеточных линий 

Вставку, содержащую последовательность протоспейсера к гену-мишени (см. разд. 2.1.6), 

клонировали по сайту BbsI в плазмиду pX458. Эта плазмида содержит ген нуклеазы Cas9 из 

Streptococcus pyogenes, слитый с геном EGFP через последовательность T2A, которая приводит 

к синтезу двух отдельных полипептидов, а также последовательность для синтеза направляющей 

РНК (sgРНК). Плазмиду, содержащую последовательность спейсера к гену-мишени, выделяли с 

помощью набора «Plasmid Mini Kit», правильность вставки определяли секвенированием по 

Сэнгеру в центре коллективного пользования «Геномика» СО РАН. 

Для оценки целевой активности подобранных sgРНК клетки 293FT в количестве 105 

трансфицировали 1,25 мкг ДНК плазмиды с помощью липофектамина 3000. Через 24 ч клетки 

открепляли трипсинизацией и сортировали EGFP-положительную популяцию клеток на приборе 

S3e Cell Sorter («Bio-Rad Laboratories», США). Всего собирали порядка 105 клеток, из которых 
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получали клеточный лизат: собранные клетки инкубировали в течение 3 ч при 65 °C в буфере с 

протеиназой K (см. разд. 2.1.4). ДНК полученных клеточных лизатов использовали в ПЦР с 

праймерами (см. разд. 2.1.6), фланкирующими район модификации, и затем проводили 

секвенирование по Сэнгеру. Целевую активность sgРНК оценивали с помощью 

биоинформатического инструмента TIDE [465]. 

Плазмиду pX458 со вставкой для синтеза наиболее активной sgРНК, трансфицировали в 

клетки 293FT или A549 и проводили проточную сортировку (FACS) их по уровню 

флуоресценции EGFP. Собирали 1000 клеток и рассевали на 96-луночные планшеты в количестве 

0,5, 1 и 2 клетки на лунку в ручном режиме. В течение двух недель в культуральных планшетах 

каждые три дня производили смену среды на свежую, моноклоны с плотностью монослоя 

порядка 70% пересаживали (одна лунка для каждого моноклона) на два новых 96-луночных 

планшета: один для поддержания клеток, а другой для последующего генотипирования. 

Для генотипирования полученных моноклонов также получали клеточный лизат и 

проводили ПЦР с использованием праймеров, фланкирующих участок модификации гена-

мишени. Продукт ПЦР обрабатывали 1 ед. акт. эндонуклеазы рестрикции (см. разд. 2.1.5) в 

присутствии 12,5 мМ MgCl2 в течение 1 ч при 37 °C. Продукты гидролиза эндонуклеазой 

рестрикции разделяли в 1%-ном агарозном геле. 

2.2.2. TA-клонирование 

Для характеристики спектра модификаций, внесенных системой геномного редактирования 

CRISPR/Cas9 в целевой район гена, проводили TA-клонирование. Для этого нарабатывали 

продукт ПЦР с использованием праймеров, обрамляющих район модификации гена 

(см. разд. 2.1.6). Реакционная смесь объемом 50 мкл содержала 100 нг ДНК-матрицы, буфер для 

Taq-полимеразы (см. разд. 2.1.4), смесь dNTP по 0,2 мМ каждого из dATP, dGTP, dTTP, dCTP, 

2 мМ MgCl2, 1,25 ед. акт. Taq-полимеразы и по 0,5 мкМ каждого праймера. Программа для 

амплификации необходимого участка включала следующие стадии: 1) предварительная 

денатурация в течение 3 мин при 95 °C, 2) 35 циклов, включающих денатурацию в течение 30 с 

при 95 °C, отжиг праймеров в течение 30 с при 60 °C (для амплификации гена APEX1), при 56 °C 

(для POLB) или при 62 °C (для APEX2, OGG1 и MUTYH), элонгацию в течение 30 с (для APEX1 

и POLB), в течение 42 с (для APEX2) или 36 с (для OGG1 и MUTYH) при 72 °C, 3) финальная 

элонгация в течение 5 мин при 72 °C. Одну десятую всего объема реакционной смеси 

анализировали электрофорезом в 1%-ном агарозном геле. Затем производили очистку 

наработанного продукта ПЦР от компонентов реакции с помощью набора «QIAquick PCR 

purification kit». Далее проводили реакцию лигирования с использованием компонентов набора 

для TA-клонирования «TA cloning kit», в состав которого входит вектор pCR 2.1, 
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представляющий собой линеаризованную плазмиду с выступающими 3′-концами из одного 

нуклеотида dTMP. Реакцию лигирования проводили в течение 1 ч при комнатной температуре. 

Затем половину реакционной смеси трансформировали в электрокомпетентные клетки E. coli 

DH5α. Клетки высевали на агаризованные чашки Петри, содержащие ампициллин в 

концентрации 100 мкг/мл, 40 мг/мл X-gal и 100 мМ IPTG. Для первичного скрининга 

использовали бело-голубую селекцию, далее белые колонии использовали в ПЦР, продукт 

которой секвенировали по Сэнгеру. 

2.2.3. ПЦР с обратной транскрипцией в режиме реального времени 

Суммарную РНК выделяли с помощью набора «RNeasy Plus Mini Kit» («Qiagen»). 

Обратную траскрипцию проводили с использованием праймера (dT)16, 1 мкг РНК и набора «M-

MuLV-RH First Strand cDNA Synthesis Kit» («Биолабмикс», Россия) согласно протоколу 

производителя. Для проведения ПЦР в режиме реального времени использовали набор 

«BioMaster HS-qPCR SYBR Blue kit» («Биолабмикс», Россия) и амплификатор «LightCycler 96» 

(«Roche», Германия). Последовательности праймеров (см. разд. 2.1.6) были подобраны таким 

образом, чтобы они располагались в разных экзонах или находились на стыке экзонов. В качестве 

референтного транскрипта для нормализации уровня экспрессии генов-мишеней использовали 

мРНК β2-микроглобулина (ген B2M, экспрессируемый на высоком уровне во всех клетках 

человека) [466]. В двух биологических повторах было выполнено выделение РНК. Расчет 

статистической значимости выполнен с помощью критерия Стьюдента, где * — p < 0,05, *** — 

p < 0,005, # — p < 0,001, ### — p < 0,0001. 

2.2.4. Получение белковых экстрактов из эукариотических клеток 

Для получения клеточных экстрактов использовали буферы I и II (см. разд. 2.1.4) [467]. К 

буферу II добавляли смесь ингибиторов протеаз «Protease Inhibitor Cocktail». Затем к осадку 

клеток добавляли один объем буфера I и двойной объем буфера II, тщательно ресуспендировали 

осадок клеток и оставляли на 30 мин при 4 °C. Далее экстракты центрифугировали при 14000 g 

30 мин, супернатант переносили в новую пробирку. Полученные экстракты хранили при −80 °C. 

Для получения ядерных экстрактов использовали буферы III и IV (см. разд. 2.1.4) [468]. 

Осадок клеток ресуспендировали в 5 объемах буфера III, затем инкубировали в течение 3 мин на 

льду. Далее клеточный лизат осаждали ценрифугированием при 100 g 4 мин. После удаления 

супернатанта осадок, состоящий из ядер клеток, аккуратно ресуспендировали в 100 мкл 

буфера III без детергента. Ядра осаждали центрифугированием при 100 g в течение 4 мин. Затем 

удаляли супернатант и к осадку добавляли один объем буфера IV и доводили концентрацию соли 

до 400 мМ путем добавления 5 М NaCl. Далее добавляли еще один объем буфера IV и 

перемешивали. Экстракт инкубировали на льду в течение 10 мин, затем центрифугировали в 
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течение 10 мин при 14000 g и отбирали супернатант, содержащий ядерный экстракт. Ядерные 

экстракты хранили при −80 °C. 

Концентрацию белка в клеточных экстрактах определяли спектрофотометрически по 

методу Брэдфорда. К 20 мкл образца добавляли 600 мкл реагента Брэдфорда и инкубировали при 

комнатной температуре не менее 5 мин, но не более 1 ч, затем оценивали интенсивности окраски 

по оптической плотности на длине волны 595 нм, с помощью спектрофотометра «Genesis 10S 

UV-Vis» («Thermo Fisher Scientific»). Концентрацию белка в образце определяли с помощью 

калибровочной кривой, построенной с разведениями BSA 0,25; 0,5; 1; 1,4 мг/мл. 

2.2.5. Иммуноблотинг 

Для исследования белковых экстрактов нокаутных клеточных линий проводили 

электрофорез в системе Лэммли. Электрофорез проводили в буфере TGS (см. разд. 2.1.4) при 

130 В. Перед нанесением образцов на гель, белковые экстракты смешивали с равным объемом 

буфера Лэммли (см. разд. 2.1.4) и прогревали 5 мин при 95 °C. На гель наносили по 40 мкг 

образца. После разделения белки переносили из геля на поливинилиденфторидную (ПВДФ) 

мембрану («Bio-Rad») с помощью «мокрого» переноса, используя камеру «Mini PROTEAN Tetra 

Cell» («Bio-Rad»). Перед укладыванием «сэндвича» губки и фильтровальную бумагу оставляли в 

буфере для переноса (см. разд. 2.1.4) на 5 мин, а ПВДФ мембрану активировали инкубацией в 

метаноле. Затем укладывали «сэндвич» в следующей последовательности: губка, 

фильтровальная бумага, гель, мембрана, фильтровальная бумага, губка. Сэндвич помещали в 

камеру для переноса и заливали буфером для переноса. Перенос проводили на льду при 200 мА 

в течение 1 ч. После завершения процесса для контроля переноса белков и их визуализации 

мембрану окрашивали 0,1%-ным раствором красителя Ponceau S в 5%-ной уксусной кислоте, 

который потом смывали дистиллированной водой. 

Мембрану инкубировали с блокирующим раствором (см. разд. 2.1.4) в течение часа для 

блокировки неспецифического связывания антител. Затем проводили последовательные 

отмывки TBST (см. разд. 2.1.4) по 5, 10 и 10 мин. Инкубацию с первичными антителами 

проводили в 2%-ном обезжиренном сухом молоке в TBST в течение ночи при 4 °C. После 

отмывки мембрану инкубировали со вторичными антителами, конъюгированными с 

пероксидазой хрена, в течение 1 ч. Затем осуществляли отмывку в TBST и наносили на мембрану 

реагент «Optiblot ECl Max Detection Kit» для визуализации связавшихся антител в реакции с 

пероксидазы хрена с субстратом. Регистрацию хемилюминесцентного сигнала проводили с 

помощью сканера «VersaDoc» («Bio-Rad»). 
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2.2.6. Получение двуцепочечных олигонуклеотидных субстратов 

Очистку олигонуклеотидов после синтеза от побочных продуктов реакции проводили 

путем разделения гель-электрофорезом в 20%-ном ПААГ в денатурирующих условиях. Затем 

под УФ-светом вырезали часть геля, содержащую олигонуклеотид, и помещали в пробирку. Гель 

измельчали, добавляли буфер для очистки олигонуклеотидов (см. разд. 2.1.4) и инкубировали 

при перемешивании в течение ночи при 4 °C. Олигонуклеотиды очищали обращеннофазовой 

хроматографией на сорбенте С18 NenSorb («DuPont», США). Перед нанесением образца колонку, 

наполненную суспензией 200 мкл сорбента в метаноле, промывали последовательно 1 мл 

метанола, затем 1 мл H2O, а затем уравновешивали 2 мл буфера для очистки олигонуклеотидов 

(см. разд. 2.1.4). После нанесения образца колонку промывали последовательно 2 мл того же 

буфера и 2 мл воды и элюировали олигонуклеотиды добавлением 1 мл 50%-ного метанола. 

Элюат упаривали досуха под вакуумом и растворяли в 30 мкл буфера 0,1×TE. Концентрацию 

олигонуклеотидов определяли спектрофотометрически, измеряя оптическое поглощение 

раствора олигонуклеотидов на длине волны 260 нм, коэффициент экстинкции рассчитывали с 

помощью онлайн-программы «OligoAnalyzer 3.1» («Integrated DNA Technologies», США). 

Для получения двуцепочечных олигонуклеотидных субстратов проводили гибридизацию с 

двукратным молярным избытком немеченной комплементарной цепи, в течение 2 мин при 95 °C, 

затем охлаждали до 25 °C со скоростью 0,1 °C/c. Полученный двуцепочечный 

олигонуклеотидный субстрат хранили при −20 °C. 

2.2.7. Введение радиоактивной метки по 5′-концу олигонуклеотидов 

Для получения 5′-32P-меченых олигонуклеотидов в реакционную смесь объемом 20 мкл 

добавляли 100 пмоль олигонуклеотида (см. разд. 2.1.6), 1 МБк γ[32P]-ATP, буфер для PNK 

фага T4 (см. разд. 2.1.4) и 5 ед. акт. PNK фага T4. Реакцию проводили в течение 40 мин при 37 °C 

и останавливали нагреванием в течение 1 мин при 95 °C. Из реакционной смеси отбирали 

аликвоту объемом 0,5 мкл для последующего определения эффективности включения метки в 

олигонуклеотид. Из реакционной смеси олигонуклеотид выдяляли, как описанно выше для 

немеченных олигонуклеотидов (см. разд. 2.2.6). 

2.2.8. Исследование ферментативной активности в клеточных экстрактах 

Реакционная смесь объемом 10 мкл содержала буфер 1 (см. разд. 2.1.4), 40 нг клеточного 

экстракта и 50 нМ 5′-флуоресцеин-меченного дуплекса длиной 23 п. н. (см. разд. 2.1.6), 

содержащий остаток THF. Реакцию проводили в течение 30 мин при 37 °C и останавливали 

добавлением 5 мкл формамида и прогреванием в течение 5 мин при 95 °C. Продукты реакции 

анализировали электрофорезом в 20%-ном полиакриламидном геле, содержащем 8 М мочевину, 

и визуализировали с помощью лазерного сканера Typhoon FLA 9500 Imager («GE Healthcare»), 
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длина волны возбуждения 473 нм, длина волны поглощения 530 нм. Для исследования 

активности урацил-ДНК-гликозилазы использовали субстрат, содержащий dU вместо THF 

(см. разд. 2.1.6), и реакцию останавливали добавлением NaOH до 0,1 М и прогреванием в течение 

2 мин при 95 °C. Смесь нейтрализовали эквимолярным количеством HCl. Для исследования 

способности белков из клеточного экстракта заполнять однонуклеотидную брешь использовали 

субстрат, состоящий из праймера длиной 11 нт, матрицы длиной 40 нт и запираюшего праймера 

длиной 28 нт (см. разд. 2.1.6), при сборке такой дуплекс содержит однонуклеотидную брешь 

напротив T. Реакцию проводили в буфере 2 (см. разд. 2.1.4) с добавлением 50 нМ субстрата и 

1 мкг клеточного экстракта в течение 30 мин при 37 °C, затем осуществляли все те же стадии, 

что и для субстратов с THF. 

2.2.9. Исследование BER in vitro 

Реакционная смесь объемом 10 мкл содержала 50 нМ 5′-32P-меченый субстрат THF:C или 

U:C (см. разд. 2.1.6) и 1 мкг клеточного экстракта в буфере BER или буфере POLβ 

(см. разд. 2.1.4). Реакцию проводили в течение 30 мин при 37 °C, затем останавливали 

добавлением 5 мкл красителя с формамидом (см. разд. 2.1.4) и нагреванием в течение 5 мин при 

95 °C. В случае субстрата U:C некоторые пробы после завершения реакции обрабатывали 100 нМ 

белком Fpg из E. coli в течение 5 мин при 37 °C, чтобы подтвердить образование АП-сайта, затем 

останавливали реакцию, как указано выше. Продукты реакции анализировали электрофорезом в 

20%-ном полиакриламидном геле, содержащем 8 М мочевину, и визуализировали с помощью 

лазерного сканера Typhoon FLA 9500 Imager. 

2.2.10. Исследование активности ферментов по отношению к субстратам, содержащим U, 

sU, sUs 

Для исследования активности UNG человека на субстратах содержащих U, sU, sUs 

использовали 32P-меченные олигонуклеотиды ts.613 и комплементарный олигонуклеотид Q204* 

NB compl (см. разд. 2.1.6). Реакционная смесь содержала 50 нМ субстрат и 100 нМ UNG в 

буфере 3 (см. разд. 2.1.4). Реакцию проводили в течение 10 мин при 37°C, затем останавливали 

добавлением NaOH (финальная концентрация 0,1 М) и нагреванием в течение 2 мин при 95°C. 

Смесь нейтрализовали эквимолярным количеством HCl. Для расщепления АП-сайтов, 

полученных из дуплексов с U, sU, sUs, 50 нМ субстрат инкубировали в буфере 4 (см. разд. 2.1.4) 

с 2 ед. акт. Ung E. coli, 0,1 ед. акт. APEX1 в течение 10 мин при 37°C. Реакцию останавливали 

либо как указано выше, либо добавлением формамида до 40% и нагреванием при 95°C в течение 

1 мин. Продукты реакции анализировали электрофорезом в 20%-ном полиакриламидном геле, 

содержащем 8 М мочевину, и визуализировали с помощью лазерного сканера Typhoon FLA 9500 

Imager. 
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2.2.11. Исследование клеточного цикла и времени удвоения клеточной популяции 

Для исследования продолжительности фаз клеточного цикла клетки в экспоненциальной 

фазе роста пересаживали на 6-луночный планшет в количестве 104 на лунку. Через 24 ч удаляли 

культуральную среду и открепляли клетки от подложки, смывая холодным PBS. Затем клетки 

фиксировали в растворе 70%-ного этанола при 4 °C в течение 24 ч, далее промывали PBS и 

инкубировали в 1 мл раствора, содержащего 0,1% (v/v) Triton X-100, 20 мкг пропидия иодида, 

200 мкг РНКазы A в течение 15 мин при 37 °C. После окрашивания клетки анализировали на 

проточном цитофлуориметре NovoCyte 3000 («Agilent Technologies», США). Для детекции 

флуоресценции пропидия иодида использовали канал PE Texas Red. 

Для исследования времени удвоения популяции, клетки в экспоненциальной фазе роста 

рассаживали в лунки 24-луночного плашета в количестве 4×104 на лунку. Каждые 24 ч клетки из 

отдельных лунок собирали трипсинизацией и подчитывали их количество с помощью 

автоматического счетчика клеток Luna II («Logos Biosystems», Корея). Далее строили график 

зависимости количества клеток от времени. Время удвоения рассчитывали исходя из фазы 

экспоненциального роста. 

2.2.12. Оценка уровня АП-сайтов 

Уровень АП-сайтов в клетках определяли с помошью набора «DNA damage assay kit» 

(ab211154, «Abcam») согласно протоколу производителя. Клетки пересаживали на 6-луночный 

планшет в количество 3×105 на лунку. Через 24 ч удаляли культуральную среду, промывали PBS 

и инкубировали в течение 1 ч в 1 мМ MMS, в качестве контроля использовали раствор 0,1% 

DMSO в PBS. Затем клетки снова омывали PBS и инкубировали в течение 2 ч в полной среде. 

Далее клетки собирали трипсинизацией, промывали PBS и геномную ДНК выделяли с помощью 

набора «QIAamp DNA mini kit» («Qiagen») и использовали для определения количества АП-

сайтов. 

2.2.13. Исследование выживаемости клеток 

Для оценки выживаемости клеток использовали 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-

дифенилтетразолийбромид (MTT). Растворы H2O2, KBrO3 и MMS готовили в среде DMEM без 

сыворотки. Клетки пересаживали на 96-луночный планшет в количестве 4,5×103 на лунку. Через 

24 ч к клеткам добавляли равный объем среды, содержащей токсичное соединение, на 24 ч (для 

H2O2) или 48 ч (KBrO3 и MMS). После инкубации среду удаляли и добавляли раствор MTT в 

среде с концентрацией 0,25 мг/мл на 2 ч. Затем среду, содержащую MTT, удаляли и 

сформировавшиеся кристаллы формазана растворяли в DMSO. Оптическую плотность измеряли 

на длинах волн 570 нм и 620 нм с помощью спектрофотометра планшетного типа «Apollo-8 

Microplate Absorbance Reader LB 912» («Berthold Technologies», Германия). Выживаемость 
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клеток рассчитывали как процент интенсивности окрашивания в обработанных лунках по 

отношению к контрольным. 

2.2.14. Получение плазмидных конструктов, содержащих повреждения 

2.2.13.1. Получение плазмид, содержащих два одноцепочечных разрыва 

Плазмидные векторы pZAJ_5c, pZAJ_Q205*, pMR_Q205P, pMR_A207P использовали для 

получения контрольных конструктов и конструктов с повреждениями. Для этого готовили 

реакционную смесь объемом 250 мкл, содержавшую 50 мкг плазмидной ДНК, буфер R 

(см. разд. 2.1.4) и 50 ед. акт. никазы Nb. Bpu10I или Nt. Bpu10I. Реакцию проводили в течение 2 ч 

при 37 °C с последующей инактивацией фермента в течение 20 мин при 80 °C. Наличие двух 

одноцепочечных разрывов подтверждали следующим образом. Реакционную смесь, 

содержащую 100 нг никированной плазмиды и 180-кратный молярный избыток конкурентного 

олигонуклеотида без фосфатной группы на 5′-конце (см. разд. 2.1.6) в буфере для ДНК-лигазы 

фага T4 (см. разд. 2.1.4), инкубировали 10 мин при 80 °C и затем охлаждали до 4 °C. Затем в 

реакционную смесь добавляли 2 ед. акт. ДНК-лигазы фага T4 (см. разд. 2.1.5) и инкубировали 1 ч 

при 37 °C с последующей инактивацией фермента при 65 °C в течение 15 мин. Продукты реакции 

анализировали разделением в 0,8%-ном агарозном геле, содержащем 0,5 мг/л бромистого этидия. 

Параллельно готовили реакцию без конкурентного олигонуклеотида, которая служила 

контролем ДНК-лигазы фага T4. Полное ингибирование реакции лигирования с 

нефосфорилированным конкурентным олигонуклеотидом свидетельствовало о наличии двух 

одноцепочечных разрывов. 

2.2.13.2. Получение конструктов, содержащих одноцепочечную брешь 

Конструкты с одноцепочечной брешью получали из конструктов с двумя одноцепочечными 

разрывами. Для этого производили денатурацию выщепленного олигонуклеотида длиной 18 нт 

(10 мин, 80 °C) в буфере для ДНК-лигазы фага T4 (см. разд. 2.1.4) в присутствии 900-кратного 

молярного избытка комплементарного олигонуклеотида и охлаждали до 4 °C для формирования 

18-нуклеотидного дуплекса и плазмиды с олигонуклеотидной брешью. Конструкт с 

одноцепочечной брешью очищали от избытка комплементарного олигонуклеотида и дуплекса 

ультрафильтрацией с помощью микроконцентраторов «Amicon Ultra Ultracel 30» («Millipore», 

США). 

2.2.13.3. Вставка олигонуклеотида с повреждением 

Для вставки олигонуклеотида в плазмидный конструкт 20 мкг плазмиды с одноцепочечной 

брешью инкубировали с 180-кратным молярным избытком олигонуклеотида (см. разд. 2.1.6) и 

250 ед. акт. PNK фага T4 (см. разд. 2.1.5). Реакцию фосфорилирования проводили в течение 
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30 мин при 37 °C с последующей инактивацией фермента при 80 °C в течение 10 мин. Затем на 

льду в реакционную смесь добавляли 100 ед. акт. ДНК-лигазы фага T4 и инкубировали 1 ч при 

37 °C, затем при 65 °C в течение 15 мин. Аликвоту реакции анализировали путем гель-

электрофореза с контрольным образцом, который инкубировали без PNK, для подтверждения 

успешной инкорпорации олигонуклеотида. Очистку полученных конструктов от избытка 

олигонуклеотида проводили ультрафильтрацией на микроконцентраторах «Amicon Ultra Ultracel 

30». 

2.2.13.4. Получение плазмид с АП-сайтом и аддуктами MX 

Для получения плазмидных конструктов с АП-сайтами плазмиды с введенным урацилом 

инкубировали в буфере BEH (см. разд. 2.1.4) с добавлением 0,1 мг/мл BSA в присутствии 

избытка UNG из расчета 20 ед. акт. на 1 мкг плазмиды. Реакцию проводили в течение 30 мин при 

37 °C и инактивировали фермент в течение 20 мин при 65 °C. Эффективность получения АП-

сайта проверяли расщеплением аликвоты полученной плазмиды эндонуклеазой IV с 

последующим разделением продуктов реакции в 0,8%-ном агарозном геле. Очистку полученных 

конструктов проводили ультрафильтрацией на микроконцентраторах «Amicon Ultra Ultracel 30». 

Для получения аддуктов MX с АП-сайтами плазмидные конструкты с АП-сайтом 

инкубировали с 5 мМ MX в буфере BEH (см. разд. 2.1.4) при комнатной температуре в течение 

30 мин. Эффективность получения аддуктов MX проверяли реакцией аликвоты полученного 

конструкта с ферментом APEX1. Очистку полученных конструктов проводили 

ультрафильтрацией на микроконцентраторах «Amicon Ultra Ultracel 30». 

2.2.13.5. Подтверждение наличия повреждения 

Для подтверждения наличия повреждения в полученных конструктах проводили реакцию 

со специфичным к повреждению ферментами. Конструкты с THF, sF, MX, sMX и sMXs в 

количестве 100 нг инкубировали с 4 ед. акт. APEX1 в буфере NEB 4 (см. разд. 2.1.4) в течение 

30 мин при 37 °C и инактивировали фермент в течение 20 мин при 65 °C. Конструкты с U, sU и 

sUs в количестве 100 нг инкубировали с 2 ед. акт. UNG и 2 ед. акт. эндонуклеазы IV в буфере 

BEH с 0,1 мг/мл BSA (см. разд. 2.1.4) в течение 1 ч при 37 °C и инактивировали фермент при 

65 °C в течение 20 мин. Конструкты с 8-oxoG и s8-oxoG в количестве 100 нг инкубировали с 

2 ед. акт. Fpg при таких же условиях как и для конструктов с урацилом. Конструкты с АП-сайтом, 

АП-сайтом с 5′-фосфоротиоатной связью и АП-сайтом с 5′,3′-фосфоротиоатными связями в 

количестве 100 нг инкубировали с 2 ед. акт. эндонуклеазы IV в буфере BEH c 0,1 мг/мл BSA 

(см. разд. 2.1.4) Продукты реакции разделяли в 0,8%-ном агарозном геле, содержащем 

бромистый этидий в концентрации 0,5 мг/л, также бромистый этидий добавляли в буфер для 

электрофореза. 
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2.2.15. Оценка уровня транскрипционного мутагенеза 

Для трансфекции клетки 293FT и A549 дикого типа и нокаутов по генам BER рассевали в 

количестве 0,3×106 клеток на лунку 6-луночного планшета. Через 24 ч клетки трансфицировали 

с помощью реагента Effectene. Для трансфекции смешивали 400 нг плазмидного конструкта на 

основе EGFP и такое же количество контрольной плазмиды pDsRed-Monomer-N1, кодирующей 

красный флуоресцентный белок DsRed. Еще через 24 ч клетки снимали с поверхности планшета 

трипсинизацией и фиксировали в 1%-ном растворе формальдегида. Анализ клеток проводили на 

проточных цитометрах CytoFlex («Beckman Coulter», США) и NovoCyte 3000 («Agilent 

Technologies», США). Для оценки относительного уровня экспрессии EGFP в расчет брали 

только трансфицированные клетки на основе уровня флуоресценции DsRed. Затем определяли 

медиану флуоресценции клеточной популяции по EGFP. Значения медианы флуоресценции 

EGFP конструктов с повреждениями нормализовали на медиану флуоресценции конструкта, 

кодирующего полностью функциональный белок EGFP. Расчет статистической значимости 

выполнен с помощью критерия Стьюдента, где * — p < 0,05, ** — p < 0,01, *** — p < 0,005, **** 

— p < 0,001. 
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Глава 3. Результаты и обсуждение 

3.1. Получение клеточных линий, нокаутных по генам BER, с помощью системы 

геномного редактирования CRISPR/Cas9 

3.1.1. Нокауты по гену APEX1 

Клеточную линию 293FT, нокаутную по гену APEX1, получали с помощью технологии 

геномного редактирования CRISPR/Cas9. Для этого осуществляли дизайн sgРНК в 

биоинформатической платформе benchling.com, которая объединяет алгоритмы предсказания 

целевой активности и специфичности подобранных sgРНК. Выбор последовательностей 

протоспейсеров для адресации нуклеазы Cas9 осуществляли так, чтобы внесенный 

двуцепочечный разрыв приводил к сдвигу рамки считывания ближе к началу кодирующей части 

гена. Были подобраны три последовательности протоспейсеров: две располагались во втором 

экзоне гена APEX1, содержащем стартовый кодон ATG, с разными последовательностями, 

прилежащими к протоспейсеру (PAM): первый протоспейсер имел последовательность PAM 5′-

TGG-3′, второй протоспейсер — PAM 5′-GGG-3′, а третий протоспейсер полностью находился в 

кодирующей части гена в третьем экзоне (Рисунок 13) и имел последовательность PAM 5′-TGG-

3′. 

 

Рисунок 13. Схема гена APEX1. Отмеченные штриховкой блоки обозначают некодирующие участки 

экзонов. Стрелками указано расположение подобранных sgРНК, для каждой из них в скобках 

приведены расчетные значения целевой активности и специфичности. 
 

До получения нокаутной клеточной линии была проведена оценка целевой активности 

подобранных sgРНК, так как известно, что предсказанные показатели эффективности работы 

sgРНК могут отличаться на практике в связи с использованием разных клеточных линий и 

нацеливания на разные последовательности в геноме. Для этого плазмиды pX458, кодирующие 

нуклеазу Cas9, подобранные sgРНК и репортер EGFP, трансфицировали в клетки линии 293FT. 

Через 24 ч трансфицированные клетки сортировали методом FACS и собирали EGFP-

положительные клетки, которые далее использовали для анализа. Оценку эффективности работы 

системы CRISPR/Cas9 проводили в программе TIDE, которая на основе выравнивания 
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секвенограмм модифицированных клеток и клеток дикого типа и разделения компонентов 

сигнала рассчитывает процент последовательностей с делециями и инсерциями [465]. Для этого 

сначала нарабатывали продукт ПЦР с праймеров, фланкирующих район внесения 

двуцепочечного разрыва, а затем секвенировали его по Сэнгеру. Эффективность работы системы 

CRISPR/Cas9 с подобранными sgРНК составила порядка 15% вне зависимости от 

последовательности протоспейсера (Рисунок 14). Для дальнейшей работы использовали 

sgРНК №3, так как в результате работы системы CRISPR/Cas9 с такой sgРНК и последующей 

репарацией возникали в основном однонуклеотидные делеции и инсерции, в отличие от первых 

двух sgРНК. 

 
Рисунок 14. Результаты оценки эффективности sgРНК к гену APEX1, рассчитанные с помощью 

программы TIDE. Синие столбцы диаграммы представляют процент последовательностей с делецией, 

красные столбцы представляют последовательности с инсерцией, серый столбец обозначает 

последовательности без мутации. По оси X указано количество нуклеотидов, обозначающих размер 

делеции или инсерции. 

 

Клетки 293FT трансфицировали плазмидой pX458, содержащей последовательность 

sgРНК №3, через 24 ч осуществляли сортировку EGFP-положительных клеток и рассаживали их 

в 96-луночные планшеты для получения отдельных моноклонов. Было получено 113 моноклонов, 

которые генотипировали анализом длин рестрикционных фрагментов с использованием 

эндонуклеазы рестрикции DraIII, сайт узнавания которой перекрывается с 3′-концом 

протоспейсера. Для этого сначала нарабатывали продукт ПЦР с праймеров, фланкирующих 

район внесения двуцепочечного разрыва, затем гидролизовали его эндонуклеазой DraIII. При 

наличии мутации исходный сайт узнавания DraIII исчезает, и гидролиз невозможен (Рисунок 15). 

Было проанализировано 19 случайных клонов, 6 из которых потеряли все копии сайта DraIII. По 

результатам секвенирования по Сэнгеру было показано, что моноклон 1C4 содержал 

однонуклеотидные делеции и инсерции в примерно равном соотношении (делеций в ~1,2 раза 

больше), а моноклон 2A9 содержал в четыре раза больше инсерций +1 инсерций, чем делеций −1 

(Рисунок 16). Стоит отметить, что на основе анализа данных в TIDE невозможно 

охарактеризовать отдельные аллели гена в связи с тем, что секвенирование проводится на общей 

геномной ДНК [469]. Для характеристики аллелей гена APEX1 в модифицированных клонах 1C4 
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и 2A9 осуществляли TA-клонирование продукта ПЦР участка модификации гена APEX1 в вектор 

pCR 2.1 (см. разд. 2.2.2) (Рисунок 17). Для клеточной линии 1C4 было получено 13 клонов, для 

линии 2A9 — 15 клонов. Четыре клона 1C4 содержали инсерцию одного нуклеотида C в области 

расщепления нуклеазой Cas9 (c.165dupC), а девять клонов — делецию одного нуклеотида C 

(c.165delC). Все клоны 2A9 содержали инсерцию c.165dupC в сайте внесения двуцепочечного 

разрыва нуклеазой Cas9. Исходя из того, что клеточная линия 293FT имеет гипотриплоидный 

кариотип и содержит три копии хромосомного района 14q11.2, где расположен ген APEX1, 

можно заключить, что наиболее вероятный генотип линии 1C4 содержит два аллеля c.165delC и 

один c.165dupC, а генотип 2A9 содержит три аллеля c.165dupC. 

 

Рисунок 15. Электрофореграмма разделения в 2%-ном агарозном геле продуктов гидролиза 

ампликонов, наработанных с района модификации гена APEX1, эндонуклеазой рестрикции DraIII для 

клеток без мутации (дорожки 1 и 2) и для клеток с гомозиготной мутацией (дорожки 3 и 4). Стрелками 

отмечен исходный продукт ПЦР и продукты гидролиза. 

 

 

Рисунок 16. Исследование мутаций в гене APEX1 в клонах 1C4 и 2A9 с помощью TIDE. 
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Рисунок 17. Результаты секвенирования района модификации гена APEX1 в клонах после TA-

клонирования нокаутов 1C4 и 2A9. 
 

На уровне белка вариант c.165dupC сохраняет первые 55 аминокислотных остатка белка 

дикого типа, и после сдвига рамки считывания образуется стоп-кодон после 76-го 

аминокислотного остатка (Рисунок 18). Вариант c.165delC также содержит первые 55 

аминокислотных остатка белка дикого типа и стоп-кодон образуется после 80-го 

аминокислотного остатка. 

 

Рисунок 18. Схематичное представление полноразмерного белка APEX1 и укороченных вариантов, 

возникших в результате однонуклеотидной вставки и делеции в положении 165. Измененная 

последовательность белка после мутации сдвига рамки считывания обозначена штриховкой. 

Каталитический домен EEP обозначен синим цветом. 
 

Для дальнейшей характеристики клеточных линий, нокаутных по гену APEX1, оценивали 

уровень мРНК методом ПЦР с обратной транскрипцией в режиме реального времени (см. 

разд. 2.2.3) и в клеточных экстрактах уровень целевого белка методом иммуноблотинга (см. 

разд. 2.2.5). Уровень мРНК APEX1 был примерно в 13 раз ниже в клетках 1C4 и в 4 раза ниже в 

клетках 2A9 по сравнению с клетками дикого типа, что позволяет предположить, что мРНК, 

кодирующие белок с ранним стоп-кодоном, подвергаются нонсенс-опосредованному распаду 

РНК (Рисунок 19). Измеренные для сравнения уровни мРНК нескольких ДНК-гликозилаз не 
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изменились или даже повысились (Рисунок 19). Примечательно, что статистически значимое 

увеличение мРНК OGG1 наблюдалось в обеих нокаутных линиях, тогда как в клетках 1C4 была 

повышена экспрессия MUTYH, а в клетках 2A9 — экспрессия NEIL2 (Рисунок 19). Это может 

свидетельствовать о том, что потеря APEX1 индуцирует компенсаторное увеличение экспрессии 

генов ДНК-гликозилаз, обладающих АП-лиазной активностью или участвующих в репарации 

окислительных повреждений ДНК. Иммуноблоттинг с антителами, специфичными к APEX1, 

выявил отсутствие целевого белка в клеточных экстрактах обоих нокаутных моноклонов 

(Рисунок 20). 

 

Рисунок 19. Относительный уровень экспрессии генов APEX1, OGG1, MUTYH и NEIL2 в клетках 

APEX1KO 1C4 и 2A9. Приведены значения среднего и стандартного отклонения.  
 

 

Рисунок 20. Анализ уровня белка APEX1 методом иммуноблотинга в клеточных экстрактах дикого 

типа (WT) и двух нокаутных клеточных линиях 1C4 и 2A9. 

 

3.1.2. Нокауты по гену APEX2 

Для получения клеточной линии с двойным нокаутом генов APEX1 и APEX2 исходно 

использовали клеточную линию 293FT APEX1KO 1C4. С помощью системы геномного 

редактирования CRISPR/Cas9 делали нокаут гена APEX2, для чего была выбрана 

последовательность протоспейсера в первом экзоне гена с PAM 5′-GGG-3′ (Рисунок 21A). 

Эффективность работы системы CRISPR/Cas9 с подобранной sgРНК составила 48,9% (Рисунок 

21Б). 
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Клетки 293FT, нокаутные по гену APEX1, трансфицировали плазмидой pX458, 

кодирующей выбранную sgРНК, затем осуществляли сортировку EGFP-положительных клеток 

и получали отдельные моноклоны. Всего было получено 6 моноклонов, ДНК которых 

секвенировали по Сэнгеру для определения мутаций, полученных в результате геномного 

редактирования. Клоны 1A4, 2A2, 2B4 имели мутации сдвига рамки считывания, клон 1A1 

содержал инсерцию 3 нт, клон 1C2 — делецию 12 нт, в клоне 4D1 содержалось заметное число 

аллелей дикого типа (Рисунок 22). Для дальнейшего исследования использовали клоны 1A4 и 

2A2.  

 
Рисунок 21. Расположение sgРНК к гену APEX2 (А) и оценка эффективности работы системы 

CRISPR/Cas9 с подобранной sgРНК (Б). А. Схема гена APEX2. Отмеченные штриховкой блоки 

обозначают некодирующие участки экзонов. Стрелкой указано расположение подобранной sgРНК, в 

скобках приведены расчетные значения целевой активности и специфичности. Б. Результаты оценки 

эффективности sgРНК к гену APEX2, рассчитанные с помощью программы TIDE. Синие столбцы 

диаграммы представляют процент последовательностей с делецией, красные столбцы представляют 

последовательности с инсерцией, серый столбец обозначает последовательности без мутации. По оси 

X указано количество нуклеотидов, обозначающих размер делеции или инсерции. 
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Рисунок 22. Исследование мутаций в гене APEX2 в клонах 1A1, 1A4, 1C2, 2A2, 2B4, 4D1 с помощью 

TIDE. 

 

Для характеристики мутаций в целевом районе гена APEX2 осуществляли TA-

клонирование (см. разд. 2.2.2). Для каждой клеточной линии было получено 13 клонов, которые 

секвенировали по Сэнгеру. Восемь клонов 1A4 несли инсерцию нуклеотида C (c.49dupC), другие 

5 клонов — вставку длиной 45 п.н. 

(c.50_51insTGCCAGTAACTGTCAGACCCAAGTTCCATGATTTACTTCCCTCCA) (Рисунок 23). 

Все клоны 2A2 несли однонуклеотидную инсерцию C (c.49dupC). Так как исходная клеточная 

линия 293FT гипотриплоидна, то наиболее вероятный генотип линии 1A4 содержит два аллеля 

c.49dupC и один аллель 

c.50_51insTGCCAGTAACTGTCAGACCCAAGTTCCATGATTTACTTCCCTCCA. Клеточная 

линия 2A2 несет три аллеля c.49dupC. 
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Рисунок 23. Результаты секвенирования района модификации гена APEX2 в клонах после TA-

клонирования нокаута 1A4 и 2A2. 
 

На уровне белка вариант c.49dupC сохраняет первые 16 аминокислотных остатков белка 

дикого типа, и после сдвига рамки считывания образуется стоп-кодон после 63 остатка (Рисунок 

24). Вариант с 45-нуклеотидной инсерцией сохраняет первые 16 остатков белка дикого типа, и 

вставленный фрагмент несет стоп-кодон после 26-го аминокислотного остатка. 

 

Рисунок 24. Схематичное представление полноразмерного белка APEX2 и укороченных вариантов, 

возникших в результате мутаций в сайте внесения двуцепочечного разрыва белком Cas9. Измененная 

последовательность белка после мутации сдвига рамки считывания обозначена штриховкой. АП-

эндонуклеазный домен обозначен синим, домен PRK10927 — серым, а домен zf-GRF — красным. 
 

3.1.3. Нокауты по гену POLB 

Для получения клеточной линии, нокаутной по гену POLB использовали ту же стратегию, 

что и для получения нокаутной линии по гену APEX1. Было выбрано две последовательности 

протоспейсеров в первом экзоне гена с разными PAM: 5′-GGG-3′ для первого протоспейсера и 5′-

AGG-3′ для второго протоспейсера (Рисунок 25). Эффективность работы системы CRISPR/Cas9 

с подобранными sgРНК на основе TIDE составила 29,7% и 8% для первой и второй sgРНК 

соответственно (Рисунок 26). Для дальнейшей работы использовали sgРНК №1. 
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Рисунок 25. Схема гена POLB. Отмеченные штриховкой блоки обозначают некодирующие участки 

экзонов. Стрелками указано расположение подобранных sgРНК, для каждой из них в скобках 

приведены расчетные значения целевой активности и специфичности. 

 

 

Рисунок 26. Результаты оценки эффективности sgРНК к гену POLB, рассчитанные с помощью 

программы TIDE. Синие столбцы диаграммы представляют процент последовательностей с делецией, 

красные столбцы представляют последовательности с инсерцией, серый столбец обозначает 

последовательности без мутации. По оси X указано количество нуклеотидов, обозначающих размер 

делеции или инсерции. 

 

Для получения клеточной линии 293FT нокаутной по гену POLB клетки трансфицировали 

плазмидой pX458 с первым спейсером sgРНК, затем осуществляли сортировку EGFP-

положительных клеток и получали моноклоны. Было получено 36 моноклонов, которые 

генотипировали с помощью расщепления эндонуклеазой рестрикции PleI (Рисунок 27). Всего 

было проанализировано 27 моноклонов, из которых 4 не содержали сайта узнавания PleI. С 

полученных моноклонов был наработан продукт ПЦР для последующего секвенирования и 

анализа с помощью TIDE. Моноклон 4D2 содержал инсерцию 1 нуклеотида, моноклон 4H3 — 

преимущественно инсерцию 1 нуклеотида, моноклон 5G4 содержал в равном количестве 

инсерцию +1 и делецию −6, моноклон 5B7 содержал инсерцию +1 и делецию −8 в соотношении 

2:1 (Рисунок 28). В дальнейшей работе использовали моноклоны 4D2 и 5B7. 
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Рисунок 27. Электрофореграмма разделения в 2%-ном агарозном геле продуктов гидролиза 

ампликонов, наработанных с района модификации гена POLB, эндонуклеазой рестрикции PleI для 

клеток без мутации (дорожки 1 и 2) и для клеток с гомозиготной мутацией (дорожки 3 и 4). Стрелками 

отмечен исходный продукт ПЦР и продукты гидролиза. 

 

 

Рисунок 28. Исследование мутаций в гене POLB в клонах 4D2, 4H3, 5G4 и 5B7 с помощью TIDE. 

 

Для исследования аллелей гена POLB в полученных нокаутных клеточных линиях 

проводили TA-клонирование (см. разд. 2.2.2). При получении продукта ПЦР участка 

модификации гена POLB клона 4D2 детектировали два продукта с разной подвижностью, 

каждый из этих продуктов секвенировали по Сэнгеру. Один продукт ПЦР, наработанный с гена 

POLB моноклона 4D2, был с инсерцией A (c.35dupA), а другой с делецией 361 нт. (c.32_66del). 

Для 5B7 с помощью TA-клонирования было получено 14 клонов: три с делецией в 8 нт. 

(c.35_42del), шесть с инсерцией G (c.34_35insG) и пять с инсерцией A (c.35dupA) (Рисунок 29). 

Исходя из того, что клеточная линия 293FT имеет гипотриплоидный кариотип и содержит три 

копии хромосомного района 8p11.21, где расположен ген POLB, можно заключить, что генотип 
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4D2 несет аллель с инсерцией одного нуклеотида c.35dupA и аллель с крупной делецией 

c.32_66del (соотношение их в генотипе невозможно определить), а генотип 5B7 содержит один 

аллель c.35_42del и два разных аллеля со вставкой одного нуклеотида c.34_35insG и c.35dupA. 

 

Рисунок 29. Результаты секвенирования района модификации гена POLB в клонах после TA-

клонирования нокаута 5B7. 

 

На уровне белка вариант c.35_42del сохраняет первые 12 аминокислотных остатка белка 

дикого типа, и после сдвига рамки считывания образуется стоп-кодон после 22-го 

аминокислотного остатка (Рисунок 30). Варианты c.34_35insG и c.35dupA содержат первые 11 

аминокислотных остатка белка дикого типа и стоп-кодон образуется после 25-го 

аминокислотного остатка. 

 

Рисунок 30. Схематичное представление полноразмерного белка POLβ и укороченных вариантов, 

возникших в результате мутаций в сайте внесения двуцепочечного разрыва белком Cas9. Измененная 

последовательность белка после мутации сдвига рамки считывания обозначена штриховкой. Лиазный 

домен белка POLβ обозначен синим, домен «пальцы» — серым, а домен «ладонь» — красным. 
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В полученных нокаутных клеточных линиях 4D2 и 5B7 оценивали уровень целевого белка 

POLβ с помощью иммуноблотинга (см. разд. 2.2.5). POLβ не детектируется в клетках 293FT 

POLBKO (Рисунок 31). 

 

Рисунок 31. Анализ уровня белка POLB методом иммуноблотинга в клеточных экстрактах дикого типа 

(WT) и двух нокаутных клеточных линиях 4D2 и 5B7. 

 

3.1.4. Нокауты по гену OGG1 

Для получения нокаутной клеточной линии по гену OGG1 были подобраны две 

последовательности протоспейсеров, располагающиеся в первом экзоне гена OGG1 с разными 

последовательностями, прилежащими к протоспейсеру (PAM): первый протоспейсер имел 

последовательность PAM 5′-AGG-3′ и находился частично в первом экзоне и частично в 

прилежащем интроне, второй протоспейсер — PAM 5′-TGG-3′ и находился полностью в первом 

экзоне (Рисунок 32). 

 

Рисунок 32. Схема гена OGG1. Отмеченные штриховкой блоки обозначают некодирующие участки. 

Стрелками указано расположение подобранных sgРНК, для каждой из них в скобках приведены 

значения целевой активности и специфичности. 

 

Эффективность работы системы CRISPR/Cas9 с первой sgРНК составила 60,9%, а со второй 

sgРНК — 15,6% (Рисунок 33). Для дальнейшей работы использовали sgРНК №1. Эту же sgРНК 

использовали для получения нокаута гена OGG1 в клеточной линии A549. 
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Рисунок 33. Результаты оценки эффективности sgРНК к гену OGG1, рассчитанные с помощью 

программы TIDE. Синие столбцы диаграммы представляют процент последовательностей с делецией, 

красные столбцы представляют последовательности с инсерцией, серый столбец обозначает 

последовательности без мутации. По оси X указано количество нуклеотидов, обозначающих размер 

делеции или инсерции. 

 

Было получено 66 моноклонов, которые генотипировали анализом длин рестрикционных 

фрагментов с использованием эндонуклеазы рестрикции Hpy188III, сайт узнавания которой 

перекрывается с 3′-концом протоспейсера (Рисунок 34). Всего было проанализировано 59 

моноклонов, 6 из которых не содержали сайта узнавания Hpy188III. С полученных моноклонов 

был наработан продукт ПЦР для последующего секвенирования и анализа с помощью TIDE 

(Рисунок 35). Моноклон 1A3 содержал вставку одного нуклеотида и делецию двух нуклеотидов 

(2:1), моноклон 4C9 содержал вставку одного и двух нуклеотидов (2:1), моноклон 4D3 содержал 

в равном количестве вставку одного нуклеотида и делецию 8 нуклеотидов. 

 

 
Рисунок 34. Электрофореграмма разделения в 2%-ном агарозном геле продуктов гидролиза 

ампликонов, наработанных с района модификации гена OGG1, эндонуклеазой рестрикции Hpy188III 

для клеток без мутации (дорожки 1 и 2) и для клеток с гомозиготной мутацией (дорожки 3 и 4). 

Стрелками отмечен исходный продукт ПЦР и продукты гидролиза. 
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Рисунок 35. Исследование мутаций в гене OGG1 в клонах 1A3, 4C9, 4D3 с помощью TIDE. 

 

Для характеристики аллелей гена OGG1 в модифицированных клонах 1A3, 4C9 и 4D3 

осуществляли TA-клонирование (см. разд. 2.2.2) (Рисунок 36). Для клеточной линии 1A3 было 

получено 15 клонов, для линий 4C9 — 12 клонов, а для линии 4D3 — 14 клонов. Два клона 1A3 

содержали делецию двух нуклеотидов в области расщепления нуклеазой Cas9 (c.124_125del), а 

13 клонов — инсерцию одного нуклеотида G (c.124dupG). Два клона 4C9 содержали инсерцию 

двух нуклеотидов c.124_125insAG в сайте внесения двуцепочечного разрыва нуклеазой Cas9, а 

остальные 10 клонов содержали инсерцию c.124dupG. Пять клонов 4D3 содержали инерцию G 

c.124dupG, а 9 клонов имели делецию восьми нуклеотидов c.118_125del. Исходя из того, что 

клеточная линия 293FT имеет гипотриплоидный кариотип и содержит три копии хромосомного 

района 3p25.3, где расположен ген OGG1, можно заключить, что с наибольшей вероятностью 

1A3 содержит два аллеля c.124dupG и один c.124_125del, 4C9 — два аллеля c.124dupG и один 

аллель c.124_125insAG, а 4D3 — один аллель c.124dupG и два аллеля c.118_125del. 

 

Рисунок 36. Результаты секвенирования района модификации гена OGG1 в клонах после TA-

клонирования нокаутов 1A3, 4C9, 4D3. 
 

На уровне белка вариант c.124dupG сохраняет первые 42 аминокислотных остатка белка 

дикого типа, и после сдвига рамки считывания образуется стоп-кодон после 69-го 
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аминокислотного остатка (Рисунок 37). Вариант c.124_125del также содержит первые 41 

аминокислотных остатка белка дикого типа и стоп-кодон образуется после 68-го 

аминокислотного остатка. Вариант c.124_125insAG также содержит первые 41 аминокислотных 

остатка белка дикого типа и стоп-кодон образуется после 59-го аминокислотного остатка. 

Вариант c.118_125del также содержит первые 39 аминокислотных остатка белка дикого типа и 

стоп-кодон образуется после 66-го аминокислотного остатка. Во всех вариантах белка 

каталитический домен HhH полностью отсутствует. 

 

Рисунок 37. Схематичное представление полноразмерного белка OGG1 и укороченных вариантов, 

возникших в результате мутаций в сайте внесения двуцепочечного разрыва белком Cas9. Измененная 

последовательность белка после мутации сдвига рамки считывания обозначена штриховкой. N-

концевой домен белка OGG1 обозначен синим, домен HhH — серым. 

 

Дополнительно был получен нокаут гена OGG1 в клеточной линии A549. Было получено 

15 моноклонов, которые также генотипировали расщеплением эндонуклеазой Hpy188III. Шесть 

клонов потеряли все копии сайта Hpy188III. По результатам секвенирования по Сэнгеру было 

показано, что 4 из них, по всей видимости, не были моноклонами, так как при секвенировании 

наблюдалось наложение нескольких пиков; 1 моноклон содержал делецию 9 н, которая не 

приводила к сдвигу рамки считывания, и 1 моноклон содержал вставку одного нуклеотида. Для 

дальнейшей работы использовали клеточную линию, полученную из этого последнего 

моноклона 2F5. 

При выполнении TA-клонирования для исследования аллелей гена OGG1 в клеточной 

линии A549 OGG1KO было получено 14 клонов (Рисунок 38). Все клоны содержали инсерцию 

c.124dupG в сайте внесения двуцепочечного разрыва нуклеазой Cas9. Таким образом, в геноме 

гипотриплоидной нокаутной линии все аллели OGG1 несут мутацию c.124dupG. На уровне белка 

сохраняются первые 42 аминокислотных остатка белка дикого типа и после сдвига рамки 

считывания образуется стоп-кодон после 69-го аминокислотного остатка (Рисунок 37). 
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3.1.5. Нокауты по гену MUTYH 

Для получения нокаутной клеточной линии по гену MUTYH были подобраны две 

последовательности протоспейсеров, располагающиеся в пятом и седьмом экзоне гена MUTYH с 

разными последовательностями PAM: первый протоспейсер имел последовательность PAM 5′-

TGG-3′ и находился полностью в экзоне 5, второй протоспейсер — PAM 5′-CGG-3′ и находился 

полностью в экзоне 7 (Рисунок 39). 

 

Рисунок 39. Схема гена MUTYH. Отмеченные штриховкой блоки обозначают некодирующие участки 

экзонов. Стрелками указано расположение подобранных sgРНК, для каждой из них в скобках 

приведены значения целевой активности и специфичности. 

 

Эффективность работы системы CRISPR/Cas9 с первой sgРНК составила 30,9%, а со второй 

sgРНК — 17,4% (Рисунок 40). Для дальнейшей работы использовали sgРНК №1. 

 
Рисунок 38. Результаты секвенирования района модификации гена OGG1 в клонах после TA-

клонирования нокаута 2F5. 
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Рисунок 40. Результаты оценки эффективности sgРНК к гену MUTYH, рассчитанные с помощью 

программы TIDE. Синие столбцы диаграммы представляют процент последовательностей с делецией, 

красные столбцы представляют последовательности с инсерцией, серый столбец обозначает 

последовательности без мутации. По оси X указано количество нуклеотидов, обозначающих размер 

делеции или инсерции. 
 

Было получено 15 моноклонов, которые генотипировали анализом длин рестрикционных 

фрагментов с использованием эндонуклеазы BclI, сайт узнавания которой перекрывается с 3′-

концом протоспейсера. Среди полученных моноклон ни один не содержал мутаций в сайте 

внесения двуцепочечного разрыва белком Cas9. В связи с этим клетки 293FT трансфицировали 

плазмидой pX458, кодирующей вторую sgРНК, которая обладает меньшей целевой 

эффективностью. Было получено получено 10 моноклонов, 6 из которых не имели сайта 

узнавания NgoMIV — эндонуклеазы рестрикции, использованной для скрининга (Рисунок 41). С 

5 из полученных моноклонов был наработан продукт ПЦР для последующего секвенирования и 

анализа с помощью TIDE. Три моноклона 3A2, 3B4, 5G11 содержали делецию 6 нуклеотидов, 

моноклон 5F7 нес набор различных мутаций, моноклон 4H1 содержал делецию 1 нуклеотида 

(Рисунок 42). 

 

 

Рисунок 41. Электрофореграмма разделения в 2%-ном агарозном геле продуктов гидролиза 

ампликонов, наработанных с района модификации гена MUTYH, эндонуклеазой рестрикции NgoMIV 

для клеток без мутации (дорожки 1 и 2) и для клеток с гомозиготной мутацией (дорожки 3 и 4). 

Стрелками отмечен исходный продукт ПЦР и продукты гидролиза. 
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Рисунок 42. Исследование мутаций в гене MUTYH в клонах 3A2, 3B4, 5G11, 4H1 и 5F7 с помощью 

TIDE. 
 

Для характеристики аллелей гена MUTYH в модифицированном клоне 4H1 осуществляли 

TA-клонирование (см. разд. 2.2.2). Для клеточной линии 4H1 было получено 13 клонов (Рисунок 

43). Все клоны 4H1 содержали делецию одного нуклеотида в области расщепления нуклеазой 

Cas9 (c.541delC). Исходя из того, что клеточная линия 293FT имеет гипотриплоидный кариотип 

и содержит три копии хромосомного района 1p34.1, где расположен ген MUTYH, можно 

заключить, что генотип 4H1 несет три аллеля c.541delC. 

 

Рисунок 43. Результаты секвенирования района модификации гена MUTYH в клонах после TA-

клонирования нокаута 4H1. 
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На уровне белка вариант c.541delC сохраняет первые 180 аминокислотных остатка белка 

дикого типа, и после сдвига рамки считывания образуется стоп-кодон после 190-го 

аминокислотного остатка (Рисунок 44). Такой белок не содержит каталитических остатков и 

железо-серного кластера (FES), необходимого для связывания ДНК. 

 

Рисунок 44. Схематичное представление полноразмерного белка MUTYH и укороченного варианта, 

возникших в результате однонуклеотидной делеции в положении 541. Измененная последовательность 

белка после мутации сдвига рамки считывания обозначена штриховкой. Домен HhH белка MUTYH 

обозначен синим, домен FES — серым, домен, похожий на MutT ― красным. 

 

В полученной нокаутной клеточной линии 4H1 оценивали уровень целевого белка MUTYH 

с помощью иммуноблотинга (см. разд. 2.2.5). В связи с тем, что MUTYH локализуется в ядре, для 

иммуноблотинга использовали ядерные экстракты (см. разд. 2.2.4) [470]. Было показано, что 

MUTYH не детектируется в клетках 293FT MUTYHKO (Рисунок 45). 

 

Рисунок 45. Анализ уровня белка MUTYH методом иммуноблотинга в клеточных экстрактах дикого 

типа (WT) и нокаутной клеточной линии 4H1. 
 

3.2. Характеристика клеток, дефицитных по гену APEX1 

3.2.1. Оценка эффективности BER в клеточных экстрактах 293FT APEX1KO 

Для исследования репаративного потенциала клеток с нокаутом APEX1 in vitro 

использовали радиоактивно меченые двуцепочечные олигонуклеотидные субстраты, 

содержащие либо альдегидный АП-сайт, полученный путем обработки dU-содержащего 

олигонуклеотида ферментом Ung, либо его синтетический аналог THF. Экстракты, полученные 

из клеток дикого типа, эффективно гидролизовали оба субстрата (Рисунок 46, дорожки 3 и 8), а 

клеточные экстракты 1C4 и 2A9 были неспособны расщеплять такие субстраты (Рисунок 46, 

дорожки 4–5 и 9–10). В то же время клеточные экстракты дикого типа, 1C4 и 2A9 были способны 

выщеплять урацил из двуцепочечных субстратов (Рисунок 47А) и включать dNMP в субстрат, 

содержащий однонуклеотидную брешь (Рисунок 47Б). Это говорит о том, что путь BER в клетках 
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с нокаутом APEX1 остается в полной мере функциональным как на стадиях, предшествующих 

действию APEX1 (удаление основания), так и на последующих стадиях (заполнение 

однонуклеотидной бреши). 

 

Рисунок 46. Электрофореграмма 20%-ного денатурируюшего ПААГ продуктов реакции расщепления 

двуцепочечного субстрата длиной 23 нт, содержащего пары АП:C (дорожки 1–5) или THF:C (дорожки 

6–10), экстрактами клеток 293FT дикого типа (дорожки 3 и 8), нокаута 1C4 (дорожки 4 и 9) и 2A9 

(дорожки 5 и 10). Контроль без фермента и клеточного экстракта приведен в дорожках 1 и 6, контроль 

с рекомбинантным белком APEX1 — в дорожках 2 и 7. Стрелки отмечают подвижность субстрата (S) 

и продукта реакции (P). 
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Рисунок 47. Исследование активности UNG и ДНК-полимеразной активности в клеточных экстрактах. 

А, расщепление двуцепочечного олигонуклеотидного субстрата длиной 23 нт, содержащего пару U:C, 

экстрактами клеток 293FT дикого типа (дорожка 3), нокаута 1C4 (дорожка 4) и 2A9 (дорожка 5). 

Контроль без фермента и клеточного экстракта приведен в дорожке 1, контроль с рекомбинантным 

белком Ung — в дорожке 2. Продукт обрабатывали NaOH, чтобы гидролизовать АП-сайт, 

образовавшийся после удаления урацила. Стрелки указывают на положение субстрата (S) и продукта 

реакции (P). Б, удлинение праймера в субстрате, содержащем однонуклеотидную брешь, экстрактами 

клеток 293FT дикого типа (дорожки 3–4), нокаута 1C4 (дорожки 5–6) и 2A9 (дорожки 7–8). Контроль 

реакции с рекомбинантным белком POLβ приведен в дорожках 1–2. Стрелками указана подвижность 

праймера и удлинённого продукта реакции. 
 

Для оценки эффективности работы всей системы BER в нокаутных клеточных линиях 

олигонуклеотидные дуплексы, содержащие урацил или THF, обрабатывали клеточными 

экстрактами в присутствии dNTP in vitro (Рисунок 48). 
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Рисунок 48. Исследование BER в экстрактах клеток 293FT дикого типа и нокаутов APEX1 1C4 и 2A9. 

А, исследование BER на двуцепочечном субстрате, содержащем THF:C, с использованием 

рекомбинантных белков APEX1 и POLβ (дорожки 1–3). Продукты реакции с экстрактами клеток дикого 

типа 293FT приведены на дорожках 4–7, с экстрактами клеток 1C4 — на дорожках 8–11, с экстрактами 

клеток 2A9 — на дорожках 12–15. В качестве буфера 1 использовали буфер BER, в качестве буфера 2 

— буфер для POLβ. На дорожки 16–18 нанесены маркеры подвижности, отмеченные стрелками. Б, 

исследование BER на двуцепочечном субстрате, содержащем U:C, с использованием рекомбинантных 

белков UNG, APEX1 и POLβ (дорожки 1–4). Продукты реакции с экстрактами клеток дикого типа 293FT 

приведены на дорожках 5–9, с экстрактами клеток 1C4 — на дорожках 10–14, с экстрактами клеток 2A9 

— на дорожках 15–19. Буферы идентичны использованным в эксперименте, показанном на панели А. 

Некоторые реакции после окончания дополнительно обрабатывали белком Fpg для подтверждения 

формирования АП-сайта.  
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В экстрактах клеток дикого типа наблюдалось расщепление с последующей 3′→5′ 

экзонуклеазной деградацией субстрата, которую можно приписать действию APEX1 или других 

экзонуклеаз, присутствующих в клеточных экстрактах. Интересно, что такая деградация не 

наблюдалась для субстратов с однонуклеотидной брешью, что предполагает необходимость 

наличия для нее полного комплекса белков BER. Несмотря на экзонуклеазную деградацию 

продукта расщепления APEX1, можно было детектировать включение dNMP по наличию 

продукта длиной 11 нт. Для увеличения накопления продукта ДНК-полимеразной активности 

проводили реакцию в буфере, оптимальном для заполнения однонуклеотидной бреши POLβ, 

однако результаты принципиально не отличались от полученных в буфере BER. В отличие от 

экстрактов клеток дикого типа, в экстрактах нокаутных клеток было видно лишь незначительное 

расщепление, несмотря на то, что урацил эффективно выщеплялся из ДНК, как видно из 

гидролиза продукта реакции белком Fpg — ДНК-гликозилазой с сильной АП-лиазной 

активностью. Продукты расщепления, присутствующие в незначительных количествах в 

реакциях с субстратом U:C, имеют меньшую подвижность, чем продукты гидролиза APEX1, что, 

вероятно, отражает β-элиминирование любой клеточной АП-лиазой, образующей 3′-

ненасыщенный альдегид, который не может быть удлинен ДНК-полимеразами. Из полученных 

результатов можно сделать вывод, что в нокаутных линиях 1C4 и 2A9 репарация урацила и THF 

по каноническому пути BER неэффективна в связи с отсутствием функционального белка 

APEX1. 

3.2.2. Фенотипическая характеристика клеток 293FT APEX1KO 

Клеточные линии 1C4 и 2A9, нокаутные по гену APEX1, морфологически ничем не 

отличались от клеток 293FT дикого типа. Для фенотипической характеристики клеток была 

исследована продолжительность стадий клеточного цикла (см. разд. 2.2.11). Фиксированные 

клетки окрашивали раствором пропидия иодида и затем производили оценку количества клеток 

с разным уровнем флуоресценции с помощью проточного цитофлуориметра. Для клеток 

APEX1KO не наблюдалось изменений в клеточном цикле по сравнению с клетками дикого типа 

(Рисунок 49). Между клетками дикого типа и нокаутными клетками не наблюдалось 

существенной разницы во времени удвоения популяции (21,7 ч для клеток дикого типа, 20,4 ч 

для 1C4, 19,4 ч для 2A9, Рисунок 49В). 
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Рисунок 49. Анализ клеточного цикла (А, Б) и времени удвоения (В) клеток дикого типа 293FT и клеток 

APEX1KO. А. Репрезентативные гистограммы распределения популяции клеток по содержанию ДНК. Б. 

Процент клеток, находящихся в фазе G1, S и G2 в несинхронизированной клеточной популяции (n = 3, 

указано среднее и стандартное отклонение). В. Кривая роста клеток дикого типа и клеток APEX1KO, 

приведены значения среднего и стандартного отклонения (n = 2). 
 

Ожидается, что нокаут гена APEX1 приведет к увеличению количества АП-сайтов, 

образующихся в клетке без дополнительного генотоксического стресса в геномной ДНК. Для 

оценки уровня АП-сайтов в клетке был использован тест с альдегидной реактивной пробой, 

основанный на конденсации алкоксиаминов с альдегидной формой АП-сайта (см. разд. 2.2.12) 

[471]. Нокаут гена APEX1 привел к росту числа АП-сайтов в ~1,5–2 раза по сравнению с клетками 

дикого типа, что в свою очередь сравнимо с уровнем АП-сайтов в клетках дикого типа после 

обработки MMS (Рисунок 50). При обработке клеток APEX1KO MMS количество АП-сайтов не 

увеличилось. Вероятно, что в отсутствие APEX1 высокореакционноспособные АП-сайты 

конвертируются в более опасные повреждения, не детектируемые с помощью этого теста, 

например, в ДНК-белковые сшивки или окисленные формы АП-сайтов [472, 473]. 
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Рисунок 50. Оценка уровня АП-сайтов в клетках дикого типа и APEX1KO с помощью альдегидной 

реактивной пробы. А. Калибровочная кривая для оценки количества АП-сайтов. Б. Количество АП-

сайтов в клетках дикого типа и APEX1KO без и с обработкой MMS. Приведены значения среднего и 

стандартного отклонения (n = 2). 

 

Для оценки последствий нокаута гена APEX1 исследовали выживаемость клеток при 

обработке генотоксическими агентами — MMS, H2O2 и KBrO3 (Рисунок 51) (см. разд. 2.2.13). 

 

Рисунок 51. Графики зависимости выживаемости клеток APEX1KO от концентрации MMS (А, n = 4), H2O2 

(Б, n = 3) и KBrO3 (В, n = 3). Обозначения клеточных линий указаны под графиками. Приведены значения 

среднего и стандартного отклонения. 

 

К основным известным типам повреждений, индуцируемых MMS, относятся N7-

метилпурины, N3-метилпурины и O6-метилгуанин. H2O2 проявляет меньшую специфичность, 

индуцируя как одноцепочечные разрывы, так и различные окисленные повреждения оснований. 

KBrO3 в основном дает 8-oxoG и в меньшей степени одноцепочечные разрывы. Согласно 

полученным данным, клетки, дефицитные по APEX1, были более чувствительны к MMS, но не к 
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H2O2 и KBrO3 (Рисунок 51). Это может быть связано с разными механизмами репарации 

повреждений, индуцированных данными агентами. Алкилированные основания ДНК 

выщепляются монофункциональной ДНК-гликозилазой MPG, после которой APEX1 

гидролизует АП-сайт. С другой стороны, для репарации окислительных повреждений в ДНК 

описан APEX1-независимый клеточный путь, в котором участвует PNKP [22, 474]. В этом случае 

репарацию инициируют ДНК-гликозилазы NEIL1 или NEIL2, которые катализируют β,δ-

элиминирование с формированием однонуклеотидной бреши фланкированной двумя фосфатами. 

PNKP затем удаляет 3′-фосфат, приводя к образованию канонических концов для дальнейшей 

репарации ДНК-полимеразой. Более того, появляются данные, свидетельствующие о роли NER 

в репарации окисленных повреждений ДНК в клетках человека [475]. H2O2 к тому же приводит 

к образованию одноцепочечных разрывов с окисленным 3′-концевым остатком сахара, который 

необходимо удалить для дальнейших стадий репарации. APEX1 обладает такой активностью, но 

в клетках человека имеется еще несколько 3′-фосфодиэстераз, в том числе APEX2, TDP1 и XPF-

ERCC1 [281, 476, 477]. 

3.3. Характеристика клеток, дефицитных по APEX1 и APEX2 

Клетки 293FT APEX1KO не обладают повышенной чувствительностью к таким 

генотоксическим агентам, как H2O2, KBrO3, но их выживаемость снижается при обработке MMS. 

Рассматривалась возможность, что дополнительный нокаут гена APEX2 в клетках APEX1KO 

приведет к увеличению чувствительности к генотоксическим агентам, в связи с тем, что APEX2 

обладает АП-эндонуклеазной активностью, хотя и гораздо более низкой, чем APEX1 [478]. 

Однако чувствительность клеток APEX1KO APEX2KO при обработке MMS не увеличилась по 

сравнению с клетками, нокаутными только по APEX1 (Рисунок 52А). По-видимому, APEX2 

вносит незначительный вклад в репарацию повреждений, вызванных MMS, что согласуется с 

ранее опубликованными данными на клеточной линии CH12F3 [271]. Выживаемость клеток 

APEX1KO APEX2KO при обработке H2O2 несколько отличалась между клонами, клон 2A2 

демонстрировал некоторое увеличение чувствительности к этому генотоксическому агенту 

(Рисунок 52Б). Вариабельность в чувствительности к H2O2 между клонами 293FT APEX1KO 

APEX2KO, скорее всего, объясняется их разными жизненными траекториями на пути от 

отдельных клеток до моноклона. 
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Рисунок 52. Графики зависимости выживаемости клеток APEX1KO APEX2KO от концентрации MMS (А, 

n = 3) и H2O2 (Б, n = 3). Обозначения клеточных линий указаны под графиками. Приведены значения 

среднего и стандартного отклонения. 

 

3.4. Характеристика клеток, дефицитных по POLB 

POLβ участвует в последних стадиях BER, катализируя удаление 5′-концевого остатка dRP 

и включение неповрежденного нуклеотида. Для оценки последствий нокаута гена POLB 

исследовали чувствительность клеток 293FT POLBKO к MMS и H2O2 (см. разд. 2.2.13). Было 

показано, что выживаемость клеток с нокаутом POLB резко снижена при обработке MMS, но не 

H2O2 (Рисунок 53). Эти результаты хорошо согласуются с литературными данными, 

полученными с ES клетками мышей, нокаутными по гену Polb [300]. 

 

Рисунок 53. Графики зависимости выживаемости клеток POLBKO от концентрации MMS (А, n = 4) и 

H2O2 (Б, n = 4). Обозначения клеточных линий указаны под графиками. Приведены значения среднего 

и стандартного отклонения. 
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3.5. Характеристика клеток, дефицитных по MUTYH 

ДНК-гликозилаза MUTYH отвечает за удаление аденина, ошибочно включенного ДНК-

полимеразой напротив 8-oxoG. В связи с этим исследовали чувствительность клеток дефицитных 

по MUTYH к окислительному стрессу, вызванному обработкой H2O2 и KBrO3 (Рисунок 54) (см. 

разд. 2.2.13). Было показано, что нокаут гена MUTYH не увеличивает чувствительность к этим 

генотоксическим агентам. Эти данные согласуются с ранее полученными результатами 

обработки H2O2 клеточных линий лимфоцитов, полученных от пациентов с MUTYH-

ассоциированным полипозом [154], и MEF Mutyh−/−, обработанных KBrO3 [479]. 

 

Рисунок 54. Графики зависимости выживаемости клеток MUTYHKO от концентрации H2O2 (А, n = 4) и 

KBrO3 (Б, n = 5). Обозначения клеточных линий указаны под графиками. Приведены значения среднего 

и стандартного отклонения. 
 

3.6. Исследование эффективности BER в клетках человека, нокаутных по генам BER 

3.6.1. Расширение репертуара репортерных конструктов для исследования систем 

репарации in vivo 

Для исследования репарации в живых клетках часто применяют системы на основе плазмид 

с повреждением, введенным в последовательность репортерного гена. В одной из таких систем 

используют введение повреждения в нефункциональный ген-репортер и детектируют уровень 

TM (см. разд. 1.4.2). В частности, было показано, что замена в гене EGFP c.613C>T приводит к 

замене кодона 5′-CAG-3′ на стоп-кодон 5′-TAG-3′, что приводит к потере флуоресценции. В свою 

очередь, другие возможные замены в положении c.613 не влияют на уровень флуоресценции. 

При репарации повреждения, расположенного в транскрибируемой цепи EGFP в положении 

c.613, будет восстанавливаться исходная последовательность нефлуоресцирующего варианта 

EGFP. В случае же отсутствия репарации будет наблюдаться TM. Таким образом, эффективность 

репарации того или иного типа повреждения обратно пропорциональна уровню TM [422]. 

Основное ограничение этой системы заключается в том, что в положение c.613 можно вводить 
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лишь повреждения, которые представляют собой модификации аденина. В связи с этим поиск 

альтернативных позиций для введения повреждения в последовательность EGFP представляет 

собой актуальную задачу. 

В последовательности гена EGFP находятся два сайта узнавания никазы Nb.Bpu10I, 

находящиеся друг от друга на расстоянии 18 нт [421], что позволяет вводить повреждения в 

участок c.607–c.625. С целью поиска других позиций в гене EGFP для введения повреждений 

кодирующую последовательность исследовали на предмет замен, которые приводят к смене 

аминокислоты. В исследуемом районе можно заменить 11 нуклеотидов, что дает 33 возможных 

замены. Из-за избыточности генетического кода всего 25 замен приводят к смене аминокислоты 

в позициях 204–207 белка EGFP. Для исследования влияния замен на уровень флуоресценции 

EGFP получали плазмидные конструкты, содержащие по одному мисматчу в позициях c.612, 

c.613, c.615–c.617, c.618, c.619, c.621, c.622 гена EGFP. С этой целью вектор pZAJ_5c 

обрабатывали эндонуклеазой рестрикции Nb.Bpu10I, которая вносит одноцепочечные разрывы в 

транскрибируемую цепь (TS) ДНК в позиции c.607 и c.625 (Рисунок 55.1). При добавлении и 

гибридизации конкурентного олигонуклеотида, комплементарного выщепленному, образуется 

брешь размером 18 нт (Рисунок 55.2). Для получения конструкта с измененной 

последовательностью в эту брешь лигировали олигонуклеотид с нужной заменой (Рисунок 55.3). 

 
Рисунок 55. Общая схема получения плазмидных конструктов с заменами или повреждениями. 1, 

гидролиз плазмиды ферментом Nb.Bpu10I. 2, добавление олигонуклеотида, комплементарного 

выщепленному, приводит к образованию бреши длиной 18 нт. 3, встраивание олигонуклеотида с 

измененной последовательностью или повреждением. Красной звездой обозначен измененный 

нуклеотид. 

 

В связи с тем, что процесс получения плазмидных конструктов с модификациями содержит 

несколько стадий, после каждого этапа проводили реакцию аналитического лигирования для 

подтверждения полноты протекания реакции. Плазмиду, обработанную ферментом Nb.Bpu10I, 

инкубировали в присутствии 180-кратного молярного избытка олигонуклеотида, идентичного 

выщепленному, но без фосфатной группы на 5′-конце. Это приводило к полному замещению 

выщепленного олигонуклеотида и отсутствию ковалентно замкнутной (cc) формы плазмиды при 

добавлении ДНК-лигазы фага T4 (Рисунок 56А, дорожка 3), что свидетельствует об эффективном 

внесении двух одноцепочечных разрывов. В качестве контроля использовали никированную 
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плазмиду без добавления конкурентного олигонуклеотида, которая в отсутствие ДНК-лигазы 

существовала только в релаксированной форме (oc) (Рисунок 56А дорожка 1), а в присутствии 

лигазы — в виде смеси релаксированной и ковалентно замкнутой форм (сс) (Рисунок 56А, 

дорожка 2). Для подтверждения получения бреши использовали ту же схему аналитического 

лигирования. В этом случае при добавлении конкурентного олигонуклеотида также не 

образуется cc форма плазмиды (Рисунок 56В дорожка 3). В контролях без добавления 

олигонуклеотида не появлялась cc форма плазмиды при инкубации с ДНК-лигазой фага T4 

(Рисунок 56В дорожка 2), что свидетельствует об эффективном получении конструкта с брешью. 

 
Рисунок 56. Аналитическое лигирование плазмиды, обработанной Nb.Bpu10I, для исследования 

эффективности внесения одноцепочечных разрывов (А, Б) и получения бреши (В, Г). А, 

электрофореграмма 0,8%-ного агарозного геля с продуктами реакции аналитического лигирования для 

проверки эффективности внесения одноцепочечных разрывов. Б, схема аналитического лигирования 

для проверки эффективности внесения одноцепочечных разрывов. В, электрофореграмма 0,8%-ного 

агарозного геля с продуктами реакции аналитического лигирования для проверки получения бреши. Г, 

схема аналитического лигирования для проверки получения бреши. Релаксированная форма плазмиды 

обозначена «oc», ковалентно замкнутая — «cc». 

 

Затем к полученным конструктам с брешью добавляли олигонуклеотид либо с исследуемой 

измененной последовательностью EGFP, либо идентичный выщепленному в качестве контроля. 

В связи с тем, что олигонуклеотиды не содержали фосфатной группы на 5′-конце, в реакционную 

смесь также добавляли PNK и затем ДНК-лигазу фага T4. Эффективность встраивания 
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синтетического олигонуклеотида оценивали по процентному соотношению cc и oc форм 

плазмиды (Рисунок 57). 

 

Рисунок 57. Электрофореграмма 0,8%-ного агарозного геля с продуктами препаративного лигирования 

олигонуклеотидов с заменами в плазмиду pZAJ_5c, содержащую брешь размером 18 нт. 

Релаксированная форма плазмиды обозначена «oc», ковалентно замкнутая —«cc». 

 

Использование плазмид с мисматчами обусловлено тем, что такие конструкты получить 

легче и быстрее, чем клонировать плазмиды с заменами. Для оценки влияния мисматча 

использовали клеточную линию DLD-1, полученную из колоректального рака и дефицитную по 

мисматч-репарации [480]. Конструкты с мисматчами трансфицировали вместе с плазмидой, 

кодирующей красный флуоресцентный белок DsRed, в клетки DLD-1. Уровень флуоресценции 

исследуемых вариантов нормализовали на уровень флуоресценции клеток, трансфицированных 

плазмидой с неизмененной последовательностью EGFP (Рисунок 58). Все исследуемые мисматчи 

можно разделить на три группы по эффекту на уровень флуоресценции EGFP: 1) уровень 

флуоресценции примерно равен (>80%) уровню флуоресценции белка дикого типа; 2) уровень 

флуоресценции составляет 20–60% от уровня флуоресценции белка дикого типа; 3) уровень 

флуоресценции <20% от уровня флуоресценции белка дикого типа. К первой группе относятся 

мисматчи 613C:T, 614A:C, 615G:G, 615G:A, 616T:T, 619G:T, 619G:A, ко второй группе – замены 

610A:C, 611C:T, 611C:C, 611C:A, 613C:C, 614A:A, 617C:C, 620C:T, 620C:C, 620C:A, к третьей 

группе – 610A:G, 613C:A, 614A:G, 616T:C, 616T:G, 617C:T, 617C:A, 619G:G. Для дальнейшей 

работы были отобраны замены c.613C>T, c.614A>C, c.617C>A, c.619G>C, которые приводят к 

снижению уровня флуоресценции EGFP. Обнаруженные замены приводят к появлению либо 

раннего стоп-кодона или пролина в составе β-складок, что в конечном итоге приводит к потере 

флуоресценции. 
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Рисунок 58. Влияние мисматчей в кодирующей части EGFP на уровень флуоресценции клеток. Тип 

штриховки обозначает различный относительный уровень флуоресценции EGFP популяции клеток, 

трансфицированных конструктами на основе pZAJ_5c и DsRed. 
 

Для создания репортерной системы на основе этих вариантов EGFP в лаборатории проф. 

А. Хобты (Йенский университет им. Ф. Шиллера, Германия) были получены плазмиды 

pZAJ_Q205*, pMR_Q205P, pMR_S206Y, pMR_A207P (Рисунок 59) [464]. Плазмида pZAJ_Q205* 

содержит ген EGFP с заменой c.613C>T, которая приводит к образованию стоп-кодона на месте 

остатка Gln205. Плазмида pMR_Q205P содержит ген EGFP с заменой c.614A>C, которая 

приводит к аминокислотной замене Gln205Pro. Плазмида pMR_S206Y содержит ген EGFP с 

заменой c.617C>A, которая приводит к аминокислотной замене Ser206Tyr. Плазмида 

pMR_A207P содержит ген EGFP с заменой c.619G>C, которая приводит к аминокислотной 

замене Ala207Pro. Стоит отметить, что другие замены нуклеотидов в позициях c.613, c.614, c.617 

и c.619 не приводят к потере флуоресценции. 
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Рисунок 59. Концептуальная схема системы детекции событий TM в клетках. А, система на основе 

плазмиды pZAJ_Q205*. Б, система на основе плазмиды pMR_Q205P. В, система на основе плазмиды 

pMR_S206Y. Г, система на основе плазмиды pMR_A207P [464]. 

 

3.6.2. Получение плазмидных конструктов с повреждениями 

Для исследования репаративного потенциала клеток с нокаутом генов BER использовали 

репортерные конструкции с различными повреждениями. В качестве повреждений использовали 

остаток THF, THF с 5′-фосфоротиоатной связью (sF), 2′-дезоксиуридин, 2′-дезоксиуридин с 5′-

фосфоротиоатной связью (sU), 2′-дезоксиуридин с 5′- и 3′-фосфоротиоатной связями (sUs), 8-

oxoG, 8-oxoG с 5′-фосфоротиоатной связью (s8-oxoG) и аддукт АП-сайта с метоксиамином с 5′- 

и/или 3′-фосфоротиоатными связями. Наличие 5′-фосфоротиоатной связи блокирует гидролиз 

АП-эндонуклеазой [218], а 3′-фосфоротиоатная связь — действие АП-лиаз [481, 482]. 

Фосфоротиоатная межнуклеозидная связь энантиомерна, причем RP-изомер расщепляется 

APEX1 примерно в 20 раз хуже, чем фосфат, а SP-изомер не расщепляется вовсе [218, 483]. При 

стандартном химическом синтезе образуется рацемическая смесь, которая затем обычно 

используется без разделения, например, если фосфоротиоатные группы вводятся для защиты от 
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нуклеаз [484]. В данном исследовании также использовали рацемическую смесь энантиомеров, 

поэтому активность фермента APEX1 по отношению к субстратам, содержащим 

фосфоротиоатную связь с 5′-стороны от повреждения, можно оценить как ~1/40 от его 

активности по отношению к субстратам с фосфатной группой. 

Для подтверждения присутствия повреждения в полученном конструкте проводили 

реакцию расщепления с ферментом, специфичным к этому типу повреждения. Для конструктов 

на основе pZAJ_Q205*, содержащих A, THF и sF, проводили реакцию с избытком APEX1 

(Рисунок 60А). Конструкты с THF полностью подвергались гидролизу APEX1, а конструкты с 

sF, несмотря на наличие 5′-фосфоротиоатной связи, тоже частично процессировались ферментом 

при его избытке. Присутствие U, sU и sUs в конструктах на основе pZAJ_Q205* подтверждали 

расщеплением монофункциональной ДНК-гликозилазой UNG и последующей обработкой 

эндонуклеазой IV (EndoIV). Плазмидные конструкты с урацилом эффективно расщеплялись при 

такой обработке. Наличие фосфоротиоатной связи с 5′-стороны от повреждения блокирует 

активность эндонуклеазы IV (Рисунок 60Б). Для подтверждения наличия 8-oxoG и s8-oxoG в 

конструктах на основе pMR_A207P проводили реакцию с бифункциональной ДНК-гликозилазой 

Fpg, которая представляет аналог фермента OGG1 у бактерий. Конструкты с 8-oxoG эффективно 

гидролизовались Fpg (Рисунок 60В). Успешное получение АП-сайта и аддукта метоксиамина с 

АП-сайтом подтверждали гидролизом эндонуклеазой APEX1 (Рисунок 60Г). 

 

Рисунок 60. Исследование наличия повреждений в полученных плазмидных конструктах путем 

ферментативного расщепления. А, расщепление плазмид на основе вектора pZAJ_Q205* с A, THF и SF 

эндонуклеазой APEX1. Б, расщепление плазмид на основе вектора pZAJ_Q205* с A, U, sU, sUs ДНК-

гликозилазой UNG и EndoIV. В, расщепление плазмид на основе вектора pMR_A207P с G, 8-oxoG и s8-

oxoG ДНК-гликозилазой Fpg. Г, расщепление плазмид на основе вектора pZAJ_Q205* с АП-сайтом и 

аддуктом метоксиамина с АП-сайтом (MX) эндонуклеазой APEX1. Релаксированная форма плазмиды 

обозначена как oc, а ковалентно-замкнутая — как cc. 
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3.6.3. Оценка эффективности репарации повреждений в клетках 293FT APEX1KO 

В связи с тем, что APEX1 — это основная АП-эндонуклеза в клетках человека, сначала 

исследовали репарацию АП-сайтов. Учитывая, что альдегидная форма АП-сайта нестабильна 

[485], использовали конструкты на основе плазмидного вектора pZAJ_Q205*, содержащие 

синтетический аналог АП-сайта — THF, sF и контрольный конструкт с A (Рисунок 61). 

 

Рисунок 61. Исследование репарации THF и sF в клетках дикого типа и нокаутов по APEX1 с 

использованием конструктов на основе pZAJ_Q205*. А, распределение клеток по флуоресценции EGFP 

и DsRed, где DsRed использовали в качестве контроля трансфекции. По оси X в логарифмической шкале 

указана флуоресценция EGFP, по оси Y в логарифмической шкале указана флуоресценция DsRed. Б, 

столбчатая диаграмма с данными анализа уровня TM для конструктов, содержащих A, THF и sF. 

Данные 4 независимых экспериментов представлены как среднее и стандартное отклонение. 
 

На основе анализа диаграмм распределения клеток по флуоресценции, трансфицированных 

конструктами с THF, можно наблюдать накопление популяции флуоресцирующих в зеленом 

канале клеток в случае нокаутных клеточных линий. Однако в пуле трансфицированных клеток 

превалирует популяция с базовым уровнем флуоресценции по EGFP. В связи с этим при 

количественном обсчете таких данных уровень TM для конструктов с THF в случае нокаутов 

незначительно отличается от уровня TM контрольных конструктов с A. Это может 

свидетельствовать о наличии альтернативных путей репарации синтетических АП-сайтов в 

клетке. Уровень TM sF в нокаутах по APEX1 был несколько выше, чем в клетках дикого типа, 

что можно объяснить остаточной активностью APEX1 по отношению к субстратам с Rp-

изомером фосфоротиоатной группы [218]. 

Синтетический аналог АП-сайта не подвергается β-элиминированию, поэтому АП-лиазы не 

могут процессировать конструкты с THF в клетках. Вероятно, в репарацию этого повреждения 

вносят вклад и другие ферменты. В частности, известно, что in vitro АП-сайты могут 

подвергаться репарации с участием эндонуклеазы APEX2 [281], апратаксин- и PNKP-подобного 

фактора (APLF) [486], системы NER [422], тирозил-ДНК-фосфодиэстеразы 1 [487–489] и 

человеческих гомологов бактериальной экзонуклеазы TatD — TATDN1 и TATDN3 [490]. На 

основании того, что введение фосфоротиоатной связи с 5′-стороны от АП-сайта значительно 
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увеличивает уровень TM, логично предположить, что в репарации THF в клетке участвует 

фермент, гидролизующий АП-сайт с 5′-стороны. Для APEX2 показана минорная АП-

эндонуклеазная активность [281, 478]. Для того, чтобы проверить возможность участия этого 

фермента в репарации THF, с помощью системы геномного редактирования CRISPR/Cas9 была 

получена клеточная линия 293FT с двойным нокаутом генов APEX1 и APEX2, в качестве 

исходной клеточной линии использовали клон 1C4 (см. разд. 3.1.2). Полученные клеточные 

линии 1A4 и 2A2 с двойным нокаутом трансфицировали конструктами на основе плазмиды 

pZAJ_Q205*, содержащими A, THF или sF (Рисунок 62). Уровень TM THF в клетках с двойным 

нокаутом генов APEX1 и APEX2 незначительно отличался от уровня TM контрольного 

отрицательного конструкта, а также от уровня TM THF в клетках с нокаутом APEX1. Исходя из 

этого, можно заключить, что APEX2 не вносит заметного вклада в репарацию АП-сайтов в 

клетке. 

 

Рисунок 62. Исследование репарации THF и sF в клетках дикого типа и нокаутов по APEX1 и APEX2 с 

использованием конструктов на основе pZAJ_Q205*. А, распределение клеток по флуоресценции EGFP 

и DsRed, где DsRed использовали в качестве контроля трансфекции. По оси X в логарифмической шкале 

указана флуоресценция EGFP, по оси Y в логарифмической шкале указана флуоресценция DsRed. Б, 

столбчатая диаграмма с данными анализа уровня TM для конструктов, содержащих A, THF и sF. 

Данные 3 независимых экспериментов представлены как среднее и стандартное отклонение. 

 

Далее исследовали репарацию конструктов на основе pZAJ_Q205*, содержащих урацил с 

замещенными фосфодиэфирными связями (sU, sUs) (Рисунок 63В, Г). Использование урацила 

для исследования активности APEX1 связано с тем, что это повреждение ДНК в основном 

удаляют монофункциональные ДНК-гликозилазы UNG и SMUG1, и образовавшийся АП-сайт 

процессируется ферментом APEX1 [66]. Олигонуклеотидные субстраты с U, sU и sUs 

эффективно процессируются UNG человека in vitro, в то время как АП-сайты, полученные из sU 

и sUs, более устойчивы к расщеплению APEX1, чем натуральный АП-сайт (Рисунок 63А, Б). 
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Уровень TM для конструктов с sUs был гораздо больше, чем для sU и U, из чего можно сделать 

вывод, что АП-сайт, который образовался в результате выщепления U, в значительной мере 

подвергается процессингу АП-лиазами. Несмотря на это, была показана статистически значимая 

разница в уровне TM для U по сравнению с A в нокауте 1C4. Таким образом, несмотря на то, что 

в системе, реконструированной из рекомбинантных белков и двуцепочечных 

олигонуклеотидных субстратов, была показана репарация с участием UNG/SMUG1 и APEX1 [59, 

225], в живых клетках APEX1 нельзя считать абсолютно необходимым для гидролиза АП-сайтов 

в высокомолекулярных субстратах. Накапливаются данные, свидетельствующие о том, что 

взаимодействие белковых молекул может отличаться на олигонуклеотидных субстратах и 

субстратах, моделирующих хроматин [491]. 

 

Рисунок 63. Исследование репарации U, sU и sUs в клетках дикого типа и нокаутов по APEX1. А, 

расщепление олигонуклеотидных субстатов, содержащих U, sU, sUs белком UNG. Б, расщепление 

олигонуклеотидных субстратов с АП-сайтом, полученным из U, sU, sUs, белком APEX1. На дорожках 

7 и 8 видно, что ионы Mg2+, присутствующие в реакции с APEX1, не влияют на расщепление АП-сайта. 

В, распределение клеток по флуоресценции EGFP и DsRed, где DsRed использовали в качестве контроля 

трансфекции. По оси X в логарифмической шкале указана флуоресценция EGFP, по оси Y в 

логарифмической шкале указана флуоресценция DsRed. Г, столбчатая диаграмма с данными анализа 

уровня TM для конструктов, содержащих A, U sU, sUs. Данные 3 независимых экспериментов 

представлены как среднее и стандартное отклонение. 

 

Бифункциональные ДНК-гликозилазы обладают АП-лиазной активностью, поэтому могут 

участвовать в удалении АП-сайта, который образовался после выщепления урацила. В клетках 

человека известно пять бифункциональных ДНК-гликозилаз, NTHL1, OGG1, NEIL1, NEIL2, 
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NEIL3. OGG1 обладает слабой лиазной активностью [108, 220, 221, 492]. NEIL1 и NEIL2 

способны процессировать АП-сайты [22, 474]. Однако эти ферменты катализируют 

согласованное элиминирование 3′- и 5′-фосфатов [493, 494], поэтому плохо подходят для 

репарации sU. NTHL1, с другой стороны, представляет собой эффективную АП-лиазу, которая 

катализирует β-элиминирование АП-сайта, образовавшегося после удаления основания [495, 

496]. Исследований возможного вклада NTHL1 в репарацию АП-сайтов in vivo ранее не 

проводилось. В связи с этим плазмидные конструкты с U, sU и sUs трансфицировали в клетки 

HeLa дикого типа и нокаута по NTHL1 (Рисунок 64). Не было обнаружено статистически 

значимой разницы в уровне TM U и sUs между клетками дикого типа и нокаутом по гену NTHL1. 

Однако уровень TM sU в клетках с нокаутом NTHL1 был значительно больше, чем в клетках 

дикого типа, и достигал сходного уровня с TM sUs, что свидетельствует о возможном вкладе 

NTHL1 в процессинг АП-сайтов, образующихся после удаления U. 

 

Рисунок 64. Исследование репарации U, sU и sUs в клетках дикого типа и нокаутов по NTHL1 с 

использованием конструктов на основе pZAJ_Q205*. А, распределение клеток по флуоресценции EGFP 

и DsRed, где DsRed использовали в качестве контроля трансфекции. По оси X в логарифмической шкале 

указана флуоресценция EGFP, по оси Y в логарифмической шкале указана флуоресценция DsRed. Б, 

столбчатая диаграмма с данными анализа уровня TM для конструктов, содержащих A, U, sU и sUs. 

Данные 3 независимых экспериментов представлены как среднее и стандартное отклонение. 

 

Вопрос о том, как осуществляется дальнейший процессинг 3′-концевого PUA с 

фосфоротиоатной группой после β-элиминирования, остается открытым. Поскольку гидролиз и 

элиминирование фосфоротиоатных групп затруднены, наилучшим кандидатом на эту роль 

представляется недавно открытая ветвь BER, протекающая с образованием бреши с 5′-стороны 

от повреждения [497]. В ходе этого процесса ДНК-геликаза RECQ1 расплетает несколько пар 

нуклеотидов с 5′-стороны от разрыва, оставшегося на месте повреждения, эндонуклеаза XPF–

ERCC1 отщепляет образовавшийся 3′-концевой одноцепочечный фрагмент, и реакция далее 

протекает по длиннозаплаточной ветви BER. Таким образом, проблемы удаления 

модифицированного 3′-концевого фрагмента в этом пути вообще не возникает. 



101 

 

Помимо своей АП-эндонуклеазной активности, APEX1 может стимулировать 

бифункциональную ДНК-гликозилазу OGG1 и, несмотря на то, что OGG1 обладает АП-лиазной 

активностью, «перехватывать» АП-продукт после удаления 8-oxoG и расщеплять его 

гидролитически [220, 222, 498]. Для исследования эффективности репарации 8-oxoG в клетках, 

дефицитных по APEX1, были использованы конструкты на основе pMR_Q205P (Рисунок 65) и 

pMR_A207P (Рисунок 66), содержащие 8-oxoG и s8-oxoG. Использование двух конструктов с 

этими повреждениями связано с разным контекстом: в pMR_Q205P 8-oxoG находится в 

контексте 5′-CXG-3′, а в pMR_A207P — в контексте 5′-GXG-3′. 

 

Рисунок 65. Исследование репарации G, 8-oxoG и s8-oxoG в клетках дикого типа и нокаутов по APEX1 

с использованием конструктов на основе pMR_Q205P. А, распределение клеток по флуоресценции 

EGFP и DsRed, где DsRed использовали в качестве контроля трансфекции. По оси X в логарифмической 

шкале указана флуоресценция EGFP, по оси Y в логарифмической шкале указана флуоресценция 

DsRed. Б, столбчатая диаграмма с данными анализа уровня TM для конструктов, содержащих G, 8-oxoG 

и s8-oxoG. Данные 3 независимых экспериментов представлены как среднее и стандартное отклонение. 

 

Рисунок 66. Исследование репарации G, 8-oxoG и s8-oxoG в клетках дикого типа и нокаутов по APEX1 

с использованием конструктов на основе pMR_A207P. А, распределение клеток по флуоресценции 

EGFP и DsRed, где DsRed использовали в качестве контроля трансфекции. По оси X в логарифмической 

шкале указана флуоресценция EGFP, по оси Y в логарифмической шкале указана флуоресценция 

DsRed. Б, столбчатая диаграмма с данными анализа уровня TM для конструктов, содержащих G, 8-oxoG 

и s8-oxoG. Данные 3 независимых экспериментов представлены как среднее и стандартное отклонение. 
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У нокаута 1C4 уровень TM 8-oxoG был в 1,7 раза выше, чем у клеток дикого типа для 

конструктов на основе pMR_Q205P и в 2,3 раза выше — для конструктов на основе pMR_A207P. 

Нокаут 2A9 показывал статистически значимую разницу в уровне TM для 8-oxoG по сравнению 

с клетками дикого типа лишь при использовании конструкта на основе pMR_A207P. Стоит 

отметить, что в клетках с нокаутом APEX1 наблюдается статистически значимое увеличение 

уровня экспрессии OGG1 (см. разд. 3.1.1). Таким образом, в клетках APEX1KO происходит 

снижении эффективности репарации 8-oxoG. Предположительно это происходит из-за того, что 

в отсутствие APEX1 фермент OGG1 ввиду своей слабой лиазной активности остается связанным 

с АП-продуктом долгое время (время полураспада комплекса фермент–продукт ~18 мин [108]. 

3.6.4. Оценка эффективности репарации повреждений в клетках A549 OGG1KO 

Для исследования эффективности репарации 8-oxoG в клетках, дефицитных по OGG1, 

использовали плазмидные конструкты на основе pMR_Q205P и pMR_A207P, содержащие 8-

oxoG, s8-oxoG и G (см. разд. 3.6.1). Уровень TM 8-oxoG в нокауте 2F5 оказался в четыре раза 

выше, чем в клетках дикого типа для обоих плазмидных конструктов (Рисунок 67 и Рисунок 68). 
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Рисунок 67. Исследование репарации G, 8-oxoG и s8-oxoG в клетках дикого типа и нокауте по OGG1 с 

использованием конструктов на основе pMR_Q205P. А, распределение клеток по флуоресценции EGFP 

и DsRed, где DsRed использовали в качестве контроля трансфекции. По оси X в логарифмической шкале 

указана флуоресценция EGFP, по оси Y в логарифмической шкале указана флуоресценция DsRed. Б, 

столбчатая диаграмма с данными анализа уровня TM для конструктов, содержащих G, 8-oxoG и s8-

oxoG. Данные 3 независимых экспериментов представлены как среднее и стандартное отклонение. 

 
Рисунок 68. Исследование репарации G, 8-oxoG и s8-oxoG в клетках дикого типа и нокауте по OGG1 с 

использованием конструктов на основе pMR_A207P. А, распределение клеток по флуоресценции EGFP 

и DsRed, где DsRed использовали в качестве контроля трансфекции. По оси X в логарифмической шкале 

указана флуоресценция EGFP, по оси Y в логарифмической шкале указана флуоресценция DsRed. Б, 

столбчатая диаграмма с данными анализа уровня TM для конструктов, содержащих G, 8-oxoG и s8-

oxoG. Данные 4 независимых экспериментов представлены как среднее и стандартное отклонение. 
 

3.6.5. Оценка эффективности репарации повреждений в клетках 293FT MUTYHKO 

Для исследования эффективности репарации аденина напротив 8-oxoG в клетках 293FT 

MUTYHKO использовали плазмидные конструкты на основе вектора pZAJ_5c. Олигонуклеотид с 

8-oxoG или контрольный с G вводили в кодирующую цепь, на следующем этапе вводили в 

транскрибируемую цепь олигонуклеотид с 2′-дезоксиаденозином, олигонуклеотид с 2′-дезокси-

2′-фтораденозином (fA) и контрольный олигонуклеотид с C. Введение атома F в положение 2′ 

дезоксирибозы приводит к блокированию активности всех ДНК-гликозилаз, включая MUTYH 

[499], в связи с этим конструкты, содержащие 8-oxoG:fA, выступают в качестве нерепарируемого 

контроля. Уровень TM для конструктов с парой 8-oxoG:A в клетках дикого типа был примерно в 

три раза больше, чем для нокаутов по MUTYH (Рисунок 69). Это связано с тем, что в клетках 

дикого типа функциональный MUTYH выщепляет A, и ДНК-полимераза включает dCMP 
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напротив 8-oxoG, что приводит к реактивации флуоресценции. В свою очень уровень TM 

конструктов с 8-oxoG:A и 8-oxoG:fA в клетках 293FT MUTYHKO достигает сходных значений, что 

свидетельствует об отсутствии MUTYH-зависимой эксцизионной репарации. 

 
Рисунок 69. Исследование репарации пар 8-oxoG:A и 8-oxoG:fA в клетках дикого типа и нокауте по 

MUTYH с использованием конструктов на основе pZAJ_Q205*. А, распределение клеток по 

флуоресценции EGFP и DsRed, где DsRed использовали в качестве контроля трансфекции. По оси X в 

логарифмической шкале указана флуоресценция EGFP, по оси Y в логарифмической шкале указана 

флуоресценция DsRed. Б, столбчатая диаграмма с данными анализа уровня TM для конструктов, 

содержащих пары T:A, 8-oxoG:A и 8-oxoG:fA. Данные 2 независимых экспериментов представлены как 

среднее и стандартное отклонение.  

 

3.7. Использование нокаутных клеточных линий по генам репарации ДНК для 

исследования механизмов репарации повреждений 

Метоксиамин (MX) — это небольшая органическая молекула, которая способна 

формировать аддукты с альдегидной формой АП-сайта. Такие аддукты с умеренной 

эффективностью расщепляются эндонуклеазой III, но не АП-эндонуклеазой человека или 

экстрактами клеток человека [500]. MX рассматривается как потенциальный противоопухолевый 

агент нового класса, сенситизирующий раковые клетки к повреждению ДНК за счет 

ингибирования BER, и в настоящее время находится на I–II фазах клинических испытаний в 

комбинации с традиционными средствами химиотерапии [501–503]. Было показано, что как 

прокариотические, так и эукариотические ДНК-полимеразы способны включать dNMP напротив 

аддуктов MX с АП-сайтами [504]. Однако до сих пор остается малоизученным механизм 

репарации аддуктов MX с АП-сайтами на клеточном уровне. Для исследования эффективности 

репарации аддуктов MX с АП-сайтами использовали конструкты на основе плазмиды 

pZAJ_Q205*. Протокол получения таких конструктов включал несколько стадий: 1) в 

транскрибируемую цепь вводили олигонуклеотиды с U, sU, sUs, 2) обрабатывали UNG для 

получения АП-сайта, 3) инкубировали с MX. Полученные конструкты трансфицировали в клетки 

HeLa дикого типа и HeLa с нокаутом гена NTHL1. В качестве контролей использовали 

плазмидные конструкты с исходной последовательностью нефлуоресцирующего варианта EGFP, 

и конструкты с THF и sF. Уровень TM аддуктов MX оказался примерно равным TM 
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отрицательного контроля в клетках дикого типа (Рисунок 70). Таким образом, аддукты MX 

эффективно подвергаются репарации, несмотря на ингибирование APEX1. При введении одной 

5′-фосфоротиоатной группы наблюдается увеличение уровня TM аддуктов MX, что снова 

свидетельствует о репарации этого типа повреждений АП-эндонуклеазой либо АП-лиазами с 

дальнейшим процессингом, зависимым от 5′-фосфата. Стоит отметить, что уровень TM аддуктов 

sMX меньше, чем sF, и, вероятно, больший вклад в их репарацию вносят именно АП-лиазы. 

Уровень TM MX в клетках с нокаутом гена NTHL1 был примерно на порядок выше, чем в клетках 

дикого типа, что свидетельствует об эффективности NTHL1-зависимой репарации аддуктов MX 

с АП-сайтами. 

 

Рисунок 70. Исследование репарации THF, sF, MX, sMX и sMXs в клетках дикого типа и нокауте по 

NTHL1 с использованием конструктов на основе pZAJ_Q205*. А, распределение клеток по 

флуоресценции EGFP и DsRed, где DsRed использовали в качестве контроля трансфекции. По оси X в 

логарифмической шкале указана флуоресценция EGFP, по оси Y в логарифмической шкале указана 

флуоресценция DsRed. Б, столбчатая диаграмма с данными анализа уровня TM для конструктов, 

содержащих A, THF, SF, MX, sMX, sMXs. Данные 2 независимых экспериментов представлены как 

среднее и стандартное отклонение. 
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Заключение 

Эксцизионная репарация оснований ДНК (BER) — жизненно важная система, которая 

защищает геном клетки от многих видов повреждения, в том числе окисления, дезаминирования 

и гидролиза. Процесс BER включает несколько тесно скоординированных стадий: удаление 

поврежденного основания, расщепление цепи ДНК, включение неповрежденного нуклеотида и 

лигирование ДНК. Функциональный дефицит BER часто приводит к летальному исходу на 

стадии эмбриона или вызывает такие серьезные заболевания, как рак, нейродегенерация или 

тяжелые иммунные патологии. После того, как в начале 1980-х гг. путем спонтанного мутагенеза 

были получены первые клеточные линии млекопитающих с дефектами BER, с их помощью был 

получен огромный объем ценной информации о механизмах репарации и открыты неожиданные 

связи BER с другими клеточными процессами, в частности, созреванием антител и 

эпигенетическим деметилированием. Кроме того, эти клеточные линии находят все более 

широкое применение в тестах на генотоксичность, где они обеспечивают повышенную 

чувствительность и репрезентативность в аналитических клеточных панелях. 

В ходе работы были получены клеточные линии — производные иммортализованных 

клеток 293FT, происходящих из эмбрионального надпочечника человека, с нокаутами генов 

ДНК-гликозилаз OGG1 и MUTYH, основной АП-эндонуклеазы APEX1 и ДНК-полимеразы β, а 

также двойной нокаут по генам основной и минорной АП-эндонуклеаз APEX1 и APEX2. Генные 

нокауты APEX1 и POLB летальны при наследовании по зародышевой линии, а инактивирующие 

мутации в генах OGG1 и MUTYH ведут к высокому риску развития злокачественных опухолей 

легкого и кишечника. Следует отметить, что на момент начала работы не существовало 

клеточных линий человека, дефицитных по гену APEX1, и до сих пор полученные в работе 

нокаутные линии APEX1 и POLB остаются единственными, сделанными на основе человеческих 

клеток не ракового происхождения. Изогенные панели клеток, дефицитных по генам 

репарационных путей, представляют собой удобную модель как для решения исследовательских 

задач, так и для биофармацевтической промышленности. Возможное практическое применение 

таких клеток заключается в создании на их основе платформ для высокопроизводительного 

скрининга и оценки генотоксичности новых химических соединений и фармацевтических 

препаратов. В таких подходах уже используют панели на основе клеток китайского хомячка CHO 

и куриных клеток DT40, но удобных наборов человеческих клеток пока нет. Стоит отметить, что 

система CRISPR/Cas9 позволяет, помимо получения нокаутных клеточных линий, создавать 

модели с точечными заменами, воспроизводящими природные полиморфизмы. Это в свою 

очередь позволит анализировать генотоксичность препаратов с учетом природной 

вариабельности по генам репарации. 
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Гены-репортеры, подходящие для прямого обнаружения последствий наличия 

повреждений ДНК, дают в руки исследователям мощный инструмент для изучения мутагенеза и 

репарации ДНК в живой клетке. В ходе работы был проведен систематический фенотипический 

скрининг несинонимичных замен в последовательности ДНК, кодирующей функционально 

важную область усиленного зеленого флуоресцентного белка (EGFP). В результате были 

обнаружены четыре мутации, приводящих к потере флуоресценции EGFP с возможностью ее 

восстановления при любой замене в этих позициях. Было показано, что при наличии в этих 

позициях повреждений ДНК, которые способны направлять ошибочное включение нуклеотидов 

РНК-полимеразой, такие события (транскрипционный мутагенез) могут обнаруживаться в 

клетках за счет появления флуоресценции. Набор разработанных мутаций позволяет детекцию 

включения любого из канонических рибонуклеотидов. Учитывая широкое использование EGFP 

в качестве флуоресцентного репортера, а также простоту, надежность и универсальность 

разработанной системы, она может найти применение для характеристики неправильного 

кодирования разными типами повреждений ДНК при транскрипции и репликации. Для 

исследования механизмов репарации ДНК оказалось крайне важна возможность включения в 

такие репортерные конструкции нуклеотидов с модификациями, затрудняющими удаление 

повреждений. Из таких модификаций в исследовании использовались фосфоротиоатные 

межнуклеозидные связи и введение атома фтора по 2′-положению дезоксирибозы. 

Из созданных в работе клеток подробнее всего охарактеризованы две моноклональные 

линии с нокаутом гена APEX1. Подтверждено отсутствие в них аллелей дикого типа, сниженный 

уровень мРНК, отсутствие иммунореактивности с антителами на белок APEX1, отсутствие 

способности экстрактов из таких клеток расщеплять альдегидный АП-сайт и его 

тетрагидрофурановый аналог (THF) и инициировать цикл BER in vitro, повышенная 

чувствительность к алкилирующему агенту метиламетансульфонату и повышенный уровень 

спонтанно образующихся АП-сайтов в геномной ДНК. Тем не менее, клеточный цикл у таких 

клеток не затронут, и морфологически они не отличаются от клеток дикого типа. Еще 

удивительнее оказалось то, что при исследовании методом транскрипционного мутагенеза 

клетки были способны эффективно репарировать как THF, так и АП-сайты, возникающие при 

удалении урацила внутри клетки. Это говорит о существовании дублирующих путей, 

позволяющих обойти APEX1, несмотря на его ключевую роль в пути BER. 

Один из таких путей, который удалось обнаружить в работе, зависит от АП-лиазной 

активности фермента NTHL1 — ДНК-гликозилазы, удаляющей окисленные пиримидиновые 

основания. После удаления основания NTHL1 катализирует разрыв цепи ДНК с 3′-стороны от 

образованного АП-сайта по механизму β-элиминирования, в отличие от эндонуклеазы APEX1, 

которая расщепляет ДНК с 5′-стороны от АП-сайта по гидролитическому механизму. В 
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отсутствие NTHL1 АП-сайты в клетке репарируются нормально, но при дополнительном 

блокировании активности APEX1 уровень транскрипционного мутагенеза в репортерной системе 

возрастает, указывая на затрудненную репарацию. Белок NTHL1 также оказался ответственным 

за удаление аддуктов АП-сайта с метоксиамином — небольшой молекулой, которая ингибирует 

BER путем присоединения к альдегидной форме АП-сайта, что делает его устойчивым к 

действию APEX1. Примечательно, что мутации в гене NTHL1 у человека вызывают 

наследственный аденоматозный полипоз, с высокой вероятностью переходящий в 

колоректальный рак, несмотря на существование нескольких других ДНК-гликозилаз для 

репарации окисленных пиримидиновых оснований. Не исключено, что АП-лиазная активность 

NTHL1 и некоторых других ДНК-гликозилаз, которая обычно рассматривается как не имеющая 

биологического значения, на самом деле важна для системы BER. 
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Выводы 

1. С помощью технологии геномного редактирования CRISPR/Cas9 на основе клеточной 

линии 293FT впервые получена панель изогенных клеточных линий человека 

неопухолевого происхождения, дефицитных по отдельным генам системы эксцизионной 

репарации оснований ДНК (BER): APEX1, POLB, OGG1 и MUTYH, и по комбинации генов 

APEX1 APEX2. Также получена клеточная линия A549, дефицитная по гену OGG1. 

Генотипирование полученных линий показывает полное отсутствие аллелей дикого типа. 

2. Устойчивость клеток 293FT к алкилирующему агенту метилметансульфонату зависит от 

наличия функциональной апурин-апиримидиновой (АП-) эндонуклеазы APEX1 и ДНК-

полимеразы β, но не от минорной АП-эндонуклеазы APEX2. Устойчивость к окисляющим 

агентам KBrO3 и H2O2 не зависит от наличия APEX1, ДНК-полимеразы β и аденин-ДНК-

гликозилазы MUTYH. 

3. Нуклеотидные замены c.613C>T, c.614A>C, c.617C>A и c.619G>C в кодирующей 

последовательности гена зеленого флуоресцирующего белка (EGFP) приводят к синтезу 

нефлуоресцирующих вариантов белка Q205*, Q205P, S206Y и A207P соответственно. 

Введение в эти позиции повреждений ДНК дает возможность детектировать события 

транскрипционного мутагенеза — ошибочного включения рибонуклеотидов РНК-

полимеразой в ходе транскрипции. 

4. В нокаутных по гену APEX1 клеточных линиях отсутствует АП-эндонуклеазная 

активность in vitro, однако эти клетки способны осуществлять репарацию урацила, 8-

оксогуанина (8-oxoG) и тетрагидрофуранового аналога АП-сайта (THF), что говорит о 

существовании дублирующих путей BER, не зависящих от фермента APEX1. Белок 

APEX2 не вносит вклада в репарацию THF в клетке. В клетках, дефицитных по генам 8-

оксогуанин-ДНК-гликозилазы (OGG1) или MUTYH, система репарации 8-oxoG 

нефункциональна, что указывает на основную роль белков OGG1 и MUTYH в инициации 

репарации 8-oxoG. 

5. В отсутствие АП-эндонуклеазы APEX1 АП-лиазная активность бифункциональной ДНК-

гликозилазы NTHL1 способна расщеплять АП-сайты, образовавшиеся после действия 

монофункциональных ДНК-гликозилаз. Кроме того, с участием NTHL1 протекает 

репарация аддуктов АП-сайтов с метоксиамином. 
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Список сокращений и условных обозначений 

  

8-oxoG 8-оксогуанин 

АП апурин-апиримидиновый (сайт), остаток дезоксирибозы без азотистого основания в составе 

молекулы ДНК 

миРНК малые интерферирующие РНК 

APEX1 апурин-апиримидиновая эндонуклеаза 1 (англ. apurinic/apyrimidinic endodeoxyribonuclease 1) 

BER эксцизионная репарация оснований (англ. base excision repair) 

cc ковалентно-замкнутая форма плазмиды 

CHO клетки яичников китайского хомячка (англ. Chinese hamster ovary)  

DMSO диметилсульфоксид (англ. dimethyl sulfoxide) 

dRP 2′-дезоксирибозо-5′-фосфат (англ. 2′-deoxyribose-5′-phosphate) 

DsRed красный флуоресцентный белок 

DTT дитиотреитол (англ. dithiothreitol) 

EDTA этилендиаминтетрауксусная кислота (анг. ethylenediaminetetraacetic acid) 

ES эмбриональные стволовые клетки (англ. embryonic stem cells) 

FACS активируемая флуоресценцией сортировка клеток (англ. fluorescence-activated cell sorting) 

FEN1 флэп-эндонуклеаза 1 (англ. flap endonuclease 1) 

FES железо-серный кластер 

Fpg формамидопиримидин-ДНК-гликозилазы (англ. formamidopyrimidine-DNA glycosylase) 

HR гомологичная рекомбинация (англ. homologous recombination) 

LIG I ДНК-лигаза I 

mC 5-метилцитозин 

MBD4 CpG-специфичная T/U:G-ДНК-гликозилаза (англ.methyl-CpG binding domain 4) 

MEF мышиные эмбриональные фибробласты (англ. mouse embryonic fibroblasts) 

MMS метилметансульфонат (англ. methylmethane sulfonate) 

MPG N-метилпурин ДНК-гликозилаза (англ. N-methylpurine-DNA glycosylase) 

MTT 3-(4,5-диметилтиазол-2-ил)-2,5-дифенилтетразолийбромид  

MUTYH гомолог MutY (англ. MutY homolog) 

NEIL1 белок, подобный эндонуклеазе VIII 1 (англ.endonuclease VIII-like protein 1) 

NER эксцизионная репарация нуклеотидов (англ. nucleotide excision repair) 

NHEJ репарационный путь негомологичного соединения концов (англ. non-homologous end joining) 

NTHL1 белок, подобный эндонуклеазе III 1 (англ.endonuclease III-like protein 1) 

oc релаксированная форма плазмиды 

OGG1 8-оксогуанин-ДНК-гликозилаза 1 (англ. 8-oxoguanine-DNA glycosylase 1) 

PARP1 поли(АДФ-рибоза) полимераза 1 (англ. poly(ADP-ribose) polymerase 1) 

PAM мотив, прилежащий к протоспейсеру (англ. protospacer adjacent motif) 

PAR поли(АДФ-рибоза) (англ. poly(ADP-ribose) 

PBS фосфатно-солевой буфер (англ. phosphate buffered saline) 

POLβ ДНК-полимераза β 

RFLP полиморфизм длин рестрикционных фрагментов (англ. restriction fragment length polymorphism)  

s8-oxoG 8-оксогуанин с 5′-фосфоротиоатной связью 

SF THF с 5′-фосфоротиоатной связью 

sgРНК единая направляющая РНК (англ. single guide)  

SMUG1 монофункциональная урацил ДНК-гликозилаза 1, специфичная к одноцепочечной ДНК (англ. 

single-strand-selective monofunctional uracil-DNA glycosylase 1) 

sU урацил с 5′-фосфоротиоатной связью 

sUs урацил с 5′- и 3′-фосфоротиоатной связью 

TDG T:G-специфичная тимин-ДНК-гликозилаза (англ. G/T mismatch-specific thymine DNA-glycosylase) 

TDP1 тирозил-ДНК фосфодиэстераза 1 (англ. tyrosyl-DNA phosphodiesterase 1)  

THF (3-гидрокситетрагидрофуран-2-ил)метилфосфат 

TIDE отслеживание инсерций/делеций путем декомпозиции (англ. tracking of indels by decomposition) 

TM транскрипционный мутагенез (англ. transcriptional mutagenesis)  

UNG урацил-ДНК-гликозилаза (англ. uracil-DNA glycosylase) 

XRCC1 (англ. X-ray cross-complementation group 1) 
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Приложение 1 

Список коммерчески доступных клеточных линий с нокаутом или нокдауном экспрессии 

генов BER. 

Ген Клеточная линия Метод получения Производитель 

UNG 

ES клетки мыши 
Интрон-инсерционный мутагенез (gene 

trap) 

MMRRC (Mutant Mouse 

Resource and Research Centre) 

HAP1 CRISPR/Cas9 Horizon Discovery 

HeLa CRISPR/Cas9 Abcam 

TDG 
ES клетки мыши Интрон-инсерционный мутагенез MMRRC 

HAP1 CRISPR/Cas9 Horizon Discovery 

SMUG1 HAP1 CRISPR/Cas9 Horizon Discovery 

MBD4 
HAP1 CRISPR/Cas9 Horizon Discovery 

HeLa CRISPR/Cas9 Abcam 

NTHL1 HAP1 CRISPR/Cas9 Horizon Discovery 

OGG1 

HAP1 CRISPR/Cas9 Horizon Discovery 

HeLa 
Стабильное подавление экспрессии гена с 

помощью siРНК 
Tebu-Bio 

MUTYH HAP1 CRISPR/Cas9 Horizon Discovery 

MPG HAP1 CRISPR/Cas9 Horizon Discovery 

NEIL1 

293T CRISPR/Cas9 Abcam 

HAP1 CRISPR/Cas9 Horizon Discovery 

HeLa 
Стабильное подавление экспрессии гена с 

помощью siРНК 
Tebu-Bio 

NEIL2 HAP1 CRISPR/Cas9 Horizon Discovery 

NEIL3 HAP1 CRISPR/Cas9 Horizon Discovery 

APEX1 

ES клетки мыши Интрон-инсерционный мутагенез MMRRC 

A549 CRISPR/Cas9 Abcam 

HAP1 CRISPR/Cas9 Horizon Discovery 

HeLa 
Стабильное подавление экспрессии гена с 

помощью siРНК 
Tebu-Bio 

POLB 

HAP1 CRISPR/Cas9 Horizon Discovery 

HeLa CRISPR/Cas9 Abcam 

NALM-6 
Векторную конструкцию вводили с 

помощью HR 
Horizon Discovery 

FEN1 

A549 CRISPR/Cas9 Abcam 

HCT116 CRISPR/Cas9 Abcam 

HeLa 
Стабильное подавление экспрессии гена с 

помощью siРНК 
Tebu-Bio 

MCF7 CRISPR/Cas9 Abcam 

LIG1 HeLa 
Стабильное подавление экспрессии гена с 

помощью siРНК 
Tebu-Bio 

LIG3 

ES клетки мыши Интрон-инсерционный мутагенез MMRRC 

HAP1 CRISPR/Cas9 Horizon Discovery 

HeLa 
Стабильное подавление экспрессии гена с 

помощью siРНК 
Tebu-Bio 

XRCC1 

ES клетки мыши Интрон-инсерционный мутагенез MMRRC 

HeLa 
Стабильное подавление экспрессии гена с 

помощью siРНК 
Tebu-Bio 

PARP1 

ES клетки мыши Интрон-инсерционный мутагенез MMRRC 

293T CRISPR/Cas9 Abcam 

A549 CRISPR/Cas9 Abcam 

HAP1 CRISPR/Cas9 Horizon Discovery 

HeLa 
Стабильное подавление экспрессии гена с 

помощью siРНК 
Tebu-Bio 

MCF7 CRISPR/Cas9 Abcam 

 


