
Системы репарации, если в их работе нет дефектов, 

устраняют практически любое повреждение ДНК. 

Разные белковые ансамбли специализируются на проведении «ремонта» 

ДНК определенного типа. Однако при лечении онкологических 

заболеваний ферментам репарации нужно, наоборот, затруднить 

работу, чтобы они не мешали уничтожению раковых клеток. 

Для этого ученые разрабатывают лекарства – ингибиторы ферментов 

репарации и репликации, и некоторые из них уже применяются 

в клинической практике. Например, это препараты на основе 

производных камптотецина, стабилизирующие связь с ДНК фермента 

топоизомеразы I. В норме этот фермент периодически обратимо 

связывается с ДНК, которая в этом связанном состоянии содержит 

разрыв цепи. Соединения камптотецина взаимодействуют одновременно 

с белком и с ДНК и не дают им «расстаться», и со временем количество 

«дырок» в ДНК возрастает настолько, что клетка гибнет. Но выяснилось, 

что стабилизацию ДНК с ферментом способен снимать еще один 

фермент  – тирозил-ДНК-фосфодиэстераза 1, и ученые были вынуждены 

заняться поиском и его ингибиторов. Недавно этот поиск вошел в стадию 

экспериментов на животных, и результатами уже заинтересовались 

специалисты, занимающиеся клиническими испытаниями…

ДНК в организме живых 
существ постоянно под-
вергается разнообразным 
воздействиям физической и 

химической природы, в результате 
чего в ней возникают повреждения. 
Объемные повреждения ДНК вы-
зывают ультрафиолет и мутагены 
окружающей среды, рентгеновское 
излучение –  двойные разрывы 
ДНК. Наиболее серьезным типом 
повреждения структуры ДНК счи-
таются модификации азотистых 
оснований и разрывы цепей ДНК, 
вызванные эндогенными окислите-
лями, поскольку это происходит не 
под действием внешних факторов, 
а в результате обменных процес-
сов, идущих в самом организме. 
И, наконец, случаются ошибки 
репликации, т. е. удвоения ДНК, 
когда в синтезирующуюся цепь 
нуклеиновой кислоты встраивается 
неправильное основание.

Но есть и механизмы «ремон-
та», или репарации, которые эти 
повреждения чинят. Существу-
ет несколько систем репарации, 
представляющих собой белковые 
ансамбли, специализирующиеся 
на проведении определенного типа 
«ремонта» ДНК.

Как правило, система репарации 
чрезвычайно эффективна и удаляет 
практически любое повреждение 
ДНК –  но только если в ее работе 
нет дефектов. Если они есть, это 
приводит к различным заболевани-
ям, среди которых бич современно-
го человечества –  онкологические 
заболевания. Безусловно, с неэф-
фективной работой систем репара-
ции связан и процесс старения.

Но есть другая сторона этого 
вопроса: при лечении онкологиче-
ских заболеваний нужно, напро-
тив, затруднить работу системам 
репарации. Химиотерапия и ио-
низирующая радиация способны 
убивать раковые клетки, разрушая 
целостность структуры их ДНК. 
К сожалению, системы репарации 
активно работают и в клетках опу-
холи, мешая ее уничтожению.
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Еще одна область, где нужно ингибировать репара-
цию ДНК, –  это редактирование генома с помощью 
системы CRISPR/Cas, позволяющее исправлять гене-
тические нарушения или вносить изменения в структу-
ру ДНК. Основой системы является комплекс из белка 
Cas9, способного разрезать нить ДНК, и гидовой РНК, 
которая может распознавать и связываться с опреде-
ленным участком ДНК-мишени. Но системы репарации 
при этом стремятся репарировать создаваемый разрыв 
в молекуле ДНК, чем могут существенно снизить эф-
фективность этой процедуры.

Как для лечения онкозаболеваний, так и эффектив-
ного использования геномного редактирования необхо-
димы ингибиторы систем репарации. Над их созданием 
в мире работает много лабораторий, но нельзя сказать, 
что очень успешно. Однако позитивные примеры 
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есть, и ряд препаратов уже применяется в клиниче-
ской практике. Например, при лечении рака прямой 
кишки и мелкоклеточного рака легких используются 
ингибиторы фермента топоизомеразы I, препарата на 
основе производных камптотецина. При ряде других 
онкологических заболеваний применяют этопозид –  
ингибитор топоизомеразы II. Недавно было разрешено 
использовать ингибиторы фермента поли(АДФ-ри-
боза)-полимеразы 1 (PARP1): олапариб (линпарза), 
рукапариб (рубрака) и нирапариб (зеджула).

PARP1 был открыт еще в 1960-е гг. Этот фермент яв-
ляется универсальным регулятором сразу нескольких 
механизмов репарации ДНК. Он распознает разрывы 
ДНК, присоединяется к ним и синтезирует полимер 
поли(АДФ-рибозу), которая ковалентно связывается 
с белками, включая сам PARP1. Это приводит к инги-
бированию взаимодействий белков с ДНК, т. е. к де-
конденсации хроматина, что облегчает доступ к повре-
жденному участку ДНК другим ферментам репарации.

В свете этого идея ингибировать активность PARP1 
(по сути, сразу несколько репарационных механизмов) 
на первый взгляд кажется очень привлекательной. 
Но этот фермент многофункционален и вовлечен 
во множество ключевых клеточных процессов, таких 

как транскрипция (переписывание информации с ДНК 
на РНК). Подавляя репарационную активность фер-
мента, мы одновременно подавляем другие его функ-
ции. Поэтому препараты-ингибиторы PARP1 очень 
токсичны и применяются с большой осторожностью. 
Олапариб, к примеру, используют для лечения рака гру-
ди и яичников только у пациенток с мутациями в генах 
BRCA1/2 и только в критических случаях.

В нашей лаборатории хотя и ведутся работы в области 
поиска ингибиторов PARP1, но одновременно мы ищем 
более специфические мишени, чтобы создать менее 
токсичные и более щадящие организм лекарства.

Одна из таких мишеней –  фермент тирозил-ДНК-фос-
фодиэстераза 1 (TDP1). У него тоже несколько функ-
ций, но этот белок менее разносторонний по сравнению 
с PARP1. Его основная работа состоит в том, чтобы 
удалять с ДНК остаток фермента топоизомеразы I 
(вообще, TDP1 способна удалять любые заместители 
с 3’-конца цепи ДНК).

Топоизомеразы I в рамках динамичного поддержания 
определенной конформации двойной спирали ДНК 
вносят в цепь ДНК разрыв, ковалентно соединяясь 
с одним из его концов, а потом происходит восста-
новление цепи. Если связанное состояние топоизо-
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Повреждения ДНК могут вызываться разными агентами. Алкилирующие соединения 

химически присоединяют к ДНК метильную группу, что вызывает нарушение 

ее структуры и стабильности. Повреждают структуру ДНК окислительные процессы, 

ультрафиолет и рентгеновское излучение, мутагены окружающей среды. И, наконец, 

случаются ошибки репликации. Система репарации способна все это исправить

лечению таких заболеваний, как герпесвирусная инфек-
ция, ВИЧ-инфекция и лейкемия, вызванная вирусами.

Таким образом, поиск ингибиторов TDP1 стал очень 
актуальной задачей, для решения которой был создан 
совместный проект с отделом медицинской химии, воз-
главляемым доктором химических наук, профессором 
Н. Ф. Салахутдиновым, Института органической химии 
им. Н. Н. Ворожцова СО РАН (Новосибирск). Этот от-
дел имеет огромный опыт в получении потенциальных 
медицинских препаратов путем направленной модифи-
кации структуры биологически активных природных 
соединений.

Как ученые ищут вещества –  потенциальные инги-
биторы ферментов репарации? Сначала выбирается 
вещество из библиотеки природных соединений, об-
ладающих противоопухолевыми свойствами. Потом 
проводятся компьютерное моделирование синтеза 
веществ и испытания их ингибиторных свойств на 
рекомбинантных белках. Если эффективность инги-
бирования оказывается низкой, синтезируются другие 
молекулы, и снова проводятся испытания. В случае 
успеха выбранные соединения проверяются на цито-
токсичность. Так как для увеличения эффективности 
ингибиторов фермента мы предполагали использовать 
их совместно с аналогами камптотецина, то проверяли 
еще и суммарную цитотоксичность ингибиторов TDP1 
и производных камптотецина.

меразы I с ДНК, при котором в ДНК имеется разрыв, 
стабилизировать на фоне введения противоопухолевых 
препаратов, раковая клетка не сможет эффективно вос-
станавливаться и погибнет. Стабилизировать связанное 
с ДНК состояние топоизомеразы I можно с помощью 
соединений на основе камптотецина, которые взаимо-
действуют одновременно с белком и с ДНК.

К таким препаратам относятся топотекан, ириноте-
кан и белотекан. Они применяются в клинике, но вос-
приимчивость к ним у пациентов очень разная. Когда 
стали разбираться с причинами этого, то выяснилось, 
что фермент TDP1 способен снимать «стабилизацию» 
топоизомеразы I на ДНК, вызванную препаратами 
камптотецина. «Нокаутные» по гену TDP1 клетки 
мыши и человеческие опухолевые клетки с мутацией 
в гене TDP1 оказались гиперчувствительными к кам-
птотецину, а повышенная экспрессия TDP1, напротив, 
приводила к уменьшению числа повреждений ДНК, 
вызванных ингибиторами топоизомеразы I.

Кроме остатка топоизомеразы, TDP1 может удалять 
с 3’-конца ДНК терминаторы синтеза ДНК, применя-
ющиеся для лечения вирусных инфекций, такие как 
ацикловир, азидотимидин, цитарабин и др. Эти препара-
ты представляют собой аналоги нуклеотидов, которые 
не очень точные вирусные полимеразы принимают 
за свои субстраты и встраивают в растущую цепь ДНК. 
Поскольку у этих соединений отсутствует 3’-гидрок-
сильная группа, необходимая для дальнейшего роста 
цепи, синтез вирусной ДНК на этом заканчивается. Как 
показала в 2013 г. японско-американская группа уче-
ных, TDP1 способна удалять и эти соединения, мешая 
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Новосибирские исследователи разработали оригиналь-
ный метод определения активности фермента TDP1 в ре-
жиме реального времени, применив флуоресцентный 
подход. Был использован олигонуклеотид, на 3’-конце 
которого находился тушитель флуоресценции BHQ1, 
а на 5’-конце –  флуоресцентная проба. Когда фермент 
удаляет 3’-концевой заместитель, наблюдается флуо-
ресценция, а в присутствии ингибиторов она уменьша-
ется. Силу ингибирования измеряли, используя пока-
затель IC 50 –  это величина концентрации, при которой 
активность фермента падает вдвое
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Сравнительно недавно для TDP1 
была открыта природная мутация, 
когда в активном центре фермента 
аминокислота гистидин заменяется 
на аргинин. Эта мутация приводит 
к развитию нейродегенеративного 
заболевания SCAN 1 (спиноцеребел-
лярная атаксия-нейропатия). Такой 
фермент способен осуществить пер-
вую стадию катализа, ковалентно 
присоединяясь к ДНК, но не может 
завершить свою работу и остается 
«пришитым» к ДНК. Считается, что 
накопление подобных «сшивок» 
и приводит к развитию заболевания. 
Если это в самом деле так, то ин-
гибиторы фермента могут помочь 
таким больным.

«Ремонт» ДНК не всегда приносит организму пользу. 

Только для фермента репарации тирозил-ДНК-фосфодиэстеразы 1 

существует как минимум три случая, когда его работа очевидно 

наносит вред. Дело в том, что этот фермент удаляет с ДНК остаток 

другого фермента – топоизомеразы I, вносящей в цепь ДНК разрыв. 

В норме это происходит в рамках динамичного поддержания 

определенной конформации двойной спирали ДНК. Но при применении 

противоопухолевых препаратов связанное состояние топоизомеразы 

I с ДНК выгодно стабилизировать, чтобы раковая клетка не могла 

восстановить разрыв, т.е. TDP1 в этом случае помогает болезни, 

а не здоровому организму. Другой случай, когда TDP1 наносит вред, – 

это мутация в его активном центре, ведущая к замене аминокислоты 

гистидина на аргинин. В результате развивается нейродегенеративное 

заболевание спиноцеребеллярная атаксия-нейропатия. Наконец, 

активность TDP1 вредит при лечении вирусных заболеваний 

ингибиторами вирусных полимераз. Эти ингибиторы представляют 

собой аналоги нуклеозидов, которые фосфорилируются при попадании 

в клетку и становятся субстратами для вирусных полимераз, причем 

на них синтез ДНК и обрывается. TDP1 способна удалять из ДНК такие 

нуклеозиды-лекарства, что позволяет вирусным ферментам продолжить 

свое «черное дело»

Поиск ингибиторов репарации начинается с выбора 

вещества из библиотеки природных соединений, 

обладающих противоопухолевыми свойствами. 

Проводятся компьютерное моделирование, синтез 

веществ, испытания их ингибиторных свойств 

на рекомбинантных белках и исследования 

на цитотоксичность. В случае успеха – приемлемой 

токсичности и достаточно высокой эффективности – 

начинаются эксперименты на животных

 

Вещество, с которого мы начали, –  варацин, се-
росодержащее органическое соединение, которое 
выделяют из морских асцидий, низших хордовых 
животных. Химики создали его аналоги, и наиболее 
удачным оказался вариант, содержащий алифа-
тический радикал. Математическое моделирова-
ние подтвердило: в активном центре TDP1 есть 
гидрофобный карман, обеспечивающий высокое 
сродство к этому ингибитору. Цитотоксичность 
таких препаратов находится на среднем уровне, 
что хорошо, но, к сожалению, они не усиливают 
действия препаратов на основе камптотецина.

Мы обратились к другим классам соединений, 
в частности к монотерпеноидным производным 
диазаадамантана –  привлекательной для фармако-
логов структуры, которая обеспечивает препаратам 
хорошую биодоступность. Но эти соединения ока-
зались малоэффективными.

38 39

«УМНЫЕ МАТЕРИАЛЫ» В ДИАГНОСТИКЕ И ТЕРАПИИ

Октябрь • 2017 • № 4 (75) https://scfh.ru/papers/zamedlenie-raboty-zhiznenno-vazhnykh-fermentov/    НАУКА из первых рук НАУКА из первых рук    https://scfh.ru/papers/zamedlenie-raboty-zhiznenno-vazhnykh-fermentov/ Октябрь • 2017 • № 4 (75)

Концентрация камптотецина, nM

Вы
ж

ив
ае

м
ос

ть
 к

ле
то

к 
M

CF
-7

, %

0

110

100

90

80

70

60

50

40

30
200 400 600 800 1000

Камптотецин

Камптотецин + соединение 119



НАУКА из первых рук    https://scfh.ru/papers/zamedlenie-raboty-zhiznenno-vazhnykh-fermentov/ Октябрь • 2017 • № 4 (75)Октябрь • 2017 • № 4 (75) https://scfh.ru/papers/zamedlenie-raboty-zhiznenno-vazhnykh-fermentov/    НАУКА из первых рук

Первые обещающие результаты мы получили, рабо-
тая с производными кумарина, а именно с 7-гидрокси-
кумарином, имеющим очень хорошие ингибиторные 
характеристики и почти не токсичным. Для этого класса 
соединений мы впервые получили увеличение цито-
токсического эффекта камптотецина. И наконец нам 
удалось добиться увеличения цитотоксичности кампто-
тецина примерно на порядок при работе с еще одним 
классом соединений –  енаминами усниновой кислоты, 
которые к тому же показали низкую токсичность.

На сегодняшний день мы создали несколько классов 
ингибиторов TDP1, превосходящих по характеристикам 

уже описанные в мировой научной литературе. С луч-
шими из них были начаты испытания in vivo.

Эксперименты на животных показали, что ис-
пользование одного из ингибиторов TDP1 умень-
шает у мышей вес первичной опухоли на 30—50 %, 
если ингибитор применяется вместе с аналогом 
камптотецина –  топотеканом. Эти исследования 
были проведены в группе доктора биологических 
наук Н. А. Поповой в Институте цитологии и генетики 
СО РАН (Новосибирск). Эффект был заметен уже 
на 2—3 сутки после начала лечения и впоследствии 
только нарастал. Что очень важно, при этом в 3—5 раз 
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Одно из соединений, проходящее под условным номером 199 (И119), усиливает у мышей с привитой 

мышиной карциномой Льюиса противоопухолевый и антиметастатический эффект топотекана (ТПК) – 

одного из производных камптотецина, противоракового ингибитора топоизомеразы 1. Ингибитор 119 

на 30—50% уменьшает вес первичной опухоли (слева), причем эффект заметен уже на 2—3 сутки 

после начала лечения и в дальнейшем нарастает (в центре), а число метастазов в легких уменьшается 

в 3—5 раз по сравнению с лечением одним топотеканом (справа)

уменьшилось число метастазов в легких животных. 
Этот результат уже привлек внимание исследовате-
лей, занимающихся клиническими испытаниями, и 
врачей-онкологов, поскольку ингибиторами топоизо-
меразы I лечатся такие грозные и распространенные 
заболевания, как рак легких и рак кишечника. Увели-
чение эффективности этой терапии или устранение 
резистентности опухоли к ней могли бы спасти тысячи 
жизней.

И
сследование новосибирских ученых является 
оригинальной разработкой мирового уровня, 
проект был оценен Министерством науки и об-
разования РФ как очень перспективный для про-

ведения доклинических исследований. К сожалению, 
работа трех институтов по созданию противоракового 
препарата не была поддержана в недавнем конкурсе 
комплексных проектов СО РАН. Хочется верить, что 
в самом ближайшем будущем эти результаты будут оце-
нены в Сибирском отделении РАН, и проект получит 
поддержку в силу его большой перспективности для 
увеличения продолжительности жизни онкобольных.

Для тех, кто занимается фундаментальными иссле-
дованиями, найти на их основе решение серьезной 
практической задачи является очень важным достиже-
нием в науке, и не может не радовать. Предмет наших 
исследований –  системы репарации ДНК –  безусловно, 
является не только основой жизни, но и чрезвычайно 
важен для будущего современной медицины.

Ингибиторами фермента тирозил-ДНК-фосфодиэстеразы 1, т. е. потенциальными эффективными 

противоопухолевыми препаратами, могут быть производные природных соединений, обладающих 

антибактериальными, антиоксидантными, противовоспалительными, антитромботическими, 

противоопухолевыми свойствами. Слева направо: аналоги варацина, природного противоопухолевого 

соединения, синтезированные в НИОХ СО РАН. В асцидиях это целебное соединение встречается 

в ничтожно малых количествах, поэтому химический синтез удобнее и дешевле. То же самое можно сказать 

об адамантане, содержание которого в нефти составляет сотые доли процента. Десятки производных 

адамантана синтезированы в НИОХ СО РАН и изучаются как противоопухолевые и противовирусные средства. 

Кумарины – бициклические соединения, обладающие рядом полезных свойств. Среди производных кумарина 

обнаружены соединения – ингибиторы TDP1, способные усиливать противоопухолевый эффект камптотецина. 

И, наконец, усниновая кислота – природное противоопухолевое, противомалярийное, противотуберкулезное, 

противовоспалительное средство. На ее основе получены мощнейшие на сегодняшний день ингибиторы TDP1, 

подавляющие активность фермента в наномолярных концентрациях. Многие из них, так же как кумарины, 

усиливают противоопухолевый эффект ингибиторов топоизомеразы


