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ВВЕДЕНИЕ

В каждом клеточном цикле геномная ДНК
должна удваиваться, чтобы обеспечить наслед�
ственным материалом дочерние клетки. Очень
важно, чтобы каждая нуклеотидная последова�
тельность копировалась при этом ровно 1 раз, по�
этому процесс репликации должен жестко регу�
лироваться. 

У эукариот в каждом клеточном цикле репли�
кация инициируется на множестве так назваемых
ориджинов. Ориджин репликации, с одной сторо�

ны, можно определить как участок генома, на ко�
тором начинается репликация. С другой стороны,
ориджинами репликации часто называют участки
ДНК, связывающие белки, вовлеченные в ини�
циацию репликации. 

Белки, участвующие в инициации реплика�
ции, достаточно консервативны. Однако консен�
сусные последовательности ДНК, маркирующие
ориджины, обнаружены только у дрожжей Sac�
charomyces cerevisiae. Считается, что у многокле�
точных сайты инициации репликации определя�
ются эпигенетически, что позволяет осуществ�
лять более гибкую регуляцию репликации
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генома, оптимальную для разных типов клеток.
Размер репликонов и расположение ориджинов в
значительной степени определяется хроматино�
вым контекстом, регулируется в процессе онтоге�
неза и меняется в ходе дифференцировки клеток.
Кроме того, распределение активных ориджинов
изменяется в ответ на генотоксический стресс.

Время в S�фазе, когда включается каждый от�
дельный ориджин, – еще один важный параметр
инициации репликации, находящийся под эпиге�
нетическим контролем. Регуляция времени ре�
пликации осуществляется на уровне протяжен�
ных хроматиновых доменов. Районы генома,
маркированные модификациями гистонов, ха�
рактерными для активных генов, имеют, как пра�
вило, ранние ориджины, в то время как в районах
с модификациями, характерными для молчащего
хроматина, ориджины активируются обычно в
поздней S�фазе. В то же время накапливаются
данные о том, что само время репликации в S�фа�
зе можно рассматривать как фактор, определяю�
щий поддержание эпигенетического состояния
хроматиновых доменов разного типа. Таким об�
разом, эпигенетическое состояние хроматина и
время его репликации тесно связаны между со�
бой. В ходе дифференцировки клеток в програм�
ме репликации генома происходят значительные
изменения, связанные с транскрипционной ак�
тивностью генов и организацией ядра. 

В настоящем обзоре обсуждаются механизмы
пространственно�временной регуляции реплика�
ции. При этом мы не будем останавливаться на
молекулярных механизмах действия отдельных
белков, а обратим основное внимание на общие
принципы регуляции репликации как на уровне
отдельных ориджинов, так и на уровне протяжен�
ных хроматиновых доменов. 

ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТЬ СОБЫТИЙ, 
ПРЕДШЕСТВУЮЩИХ ИНИЦИАЦИИ 

РЕПЛИКАЦИИ

Инициация репликации на отдельном ори�
джине представляет собой сложный процесс,
проходящий в несколько этапов и требующий
связывания с ориджином множества белков. Не�
смотря на то, что консервативной последователь�
ности, необходимой для инициации репликации
ДНК, у высших эукариот не обнаружено, этапы
инициации этого процесса и связанные с ним
белки в большой степени консервативны [1]. 

На первом этапе на ориджине происходит
сборка шестисубъединичного комплекса ORC
(origin recognition complex). ORC остается связан�
ным с ориджином в течение почти всего клеточ�
ного цикла, и, следовательно, одной из его функ�
ций может быть маркирование сайтов инициации
репликации. У позвоночных и Drosophila melano�

gaster синтез и связывание ORC с хромосомами
регулируется в клеточном цикле. У S. cerevisiae
ORC связан с хроматином постоянно [2].

На втором этапе ORC запускает сборку на ори�
джине мультибелкового комплекса, называемого
пререпликационным (Pre�RC). Для формирова�
ния pre�RC необходимы, как минимум, ORC,
Cdc6, Cdt1, MCM9 и гетерогексамерный ком�
плекс MCM2�7 (рис. 1). Cdc6 взаимодействует
непосредственно с ORC, эти белки вместе с Cdt1
необходимы для посадки MCM [3]. Сборка pre�
RC происходит в фазе G1 [4]. 

На третьем этапе, непосредственно перед ини�
циацией репликации на данном ориджине, про�
исходит активация рre�RC. Pre�RC последова�
тельно присоединяет дополнительные белки и
превращается в преинициаторный комплекс
(pre�IC). К таким белкам относятся Cdc45, RPA и
ДНК�полимеразы, участвующие в репликации.
Этот этап, в отличие от предыдущих, на разных
ориджинах происходит не одновременно и нахо�
дится под контролем регуляторных киназ. Пози�
тивный контроль осуществляют киназы группы
CDK (CDK1 и CDK2, циклин�зависимые кина�
зы, работающие в комплексе с циклинами) и ки�
наза Cdc7 в комплексе с регуляторной субъедини�
цей Dbf4, а негативный контроль – киназы,
участвующие в клеточном ответе на повреждение
ДНК (intra�S�phase checkpoint) [3]. Считается, что
гетерогексамерный комплекс MCM2–7 вместе с
Cdc45 и комплексом GINS – это основная гели�
каза в процессе репликации [5]. Связывание
Cdc45 и GINS приводит к активации геликазы.
Cdc45 необходим как для инициации реплика�
ции, так и для дальнейшего движения репликаци�
онной вилки. Предполагается, что Cdc45 привле�
кает CDK2, что приводит к фоcфорилированию
гистона H1 и деконденсации хроматина. Это де�
лает возможным инициацию и облегчает продви�
жение репликационной вилки [6].

Лицензирование ориджинов репликации. Cdc6,
Cdt1, MCM9, и MCM2–7 относятся к так называ�
емым лицензионным факторам репликации, а
механизм, обеспечивающий однократную акти�
вацию ориджинов в каждом клеточном цикле, на�
зывается лицензированием. Этот механизм осно�
ван на том, что сборка pre�RC возможна только на
определенном этапе клеточного цикла – на этапе
отсутствия или низкой концентрации циклин�за�
висимых киназ, который соответствует фазе G1,
т.е. непосредственно предшествует репликации.
Перед началом S�фазы активируются циклин�за�
висимые киназы, что делает возможной инициа�
цию репликации. После инициации репликации
данный ориджин переходит в нелицензирован�
ное состояние, а CDK�зависимое фосфорилиро�
вание лицензионных факторов предотвращает
новое лицензирование. В результате такого фос�
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КОЛЕСНИКОВА

форилирования подавляется хроматин�связыва�
ющая активность лицензионных факторов, начи�
нается их протеолиз или транспортировка из ядра
в цитоплазму. Кроме того, в клетках метазоа от
начала S�фазы до конца митоза присутствует бе�
лок Geminin, который связывается с Cdt1 и тем
самым предотвращает лицензирование. Когда ре�
пликация ДНК и сегрегация хромосом успешно

завершены, CDK инактивируются и Geminin де�
градирует [7].

ПЛАСТИЧНОСТЬ ИНИЦИАЦИИ 
РЕПЛИКАЦИИ

Доля клеточных циклов, в которой данный
ориджин активируется, называется эффективно�
стью ориджина. Каждый ориджин имеет опреде�
ленную эффективность и время активации: оба
эти параметра программируются в каждом кле�
точном цикле и, в то же время, являются стабиль�
ной характеристикой ориджина, наследуемой
эпигенетически. Время активации ориджина и
его эффективность напрямую не связаны – одни
поздние ориджины эффективны, другие – нет.
Некоторые неэффективны из�за соседства с бо�
лее ранними ориджинами, другие неэффективны
сами по себе. Эффективность ориджинов у дрож�
жей варьирует в широких пределах и может до�
стигать 90% [8, 9]. У метазоа эффективность ори�
джинов значительно ниже. Среди достаточно хо�
рошо охарактеризованных ориджинов она
колеблется в пределах 5–20% [10, 11]. Подобная
низкая эффективность означает, что в каждом
конкретном районе события инициации репли�
кации носят вероятностный характер, а их рас�
пределение может отличаться в клетках одного
типа и в последующих клеточных циклах одной
клетки.

Ориджины репликации организованы, как
правило, в кластеры, образующие так называе�
мые зоны инициации репликации [1, 12]. В каждой
зоне присутствует множество ориджинов, но по�
скольку эффективность каждого из них очень
низкая, локализация отдельных событий иници�
ации будет различаться в разных клетках. Когда в
пределах кластера активируется первый ори�
джин, соседние инактивируются вследствие “ин�
терференции” [10]. 

У эукариот выделяют также “спящие” (dor�
mant) ориджины, которые в нормальном клеточ�
ном цикле никогда не инициируют репликацию,
но активируются только в определенных услови�
ях, в частности, в ответ на репликационный
стресс [1]. 

Локализация ориджинов репликации, их эф�
фективность и последовательность активации
подвержены эпигенетической регуляции и в
большой степени определяют пространственно�
временные закономерности репликации генома.
На самых ранних этапах эмбрионального разви�
тия репликация осуществляется на ориджинах,
распределенных относительно случайно и акти�
вирующихся достаточно синхронно. Переход от
случайной к сайт�специфической инициации ре�
пликации происходит одновременно с началом
зиготической транскрипции [13].

ORC

Mcm9

Cdc6

Cdt1

MCM2�7

Пререпликационный комплекс (Pre�RC)

Cdc45

GINS

+ множество других
факторов
(ДНК�полимеразы,
киназы и др.)

Активация ориджина

ORC
Mcm9

Cdc6Cdt1

Cdt1 Cdc6

Mcm9 ORC

Cdc45

Cdc45

GINS
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Рис. 1. Последовательность событий при формирова�
нии пререпликационного комплекса и активации
ориджина репликации у млекопитающих (по [1] с из�
менениями). 
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КЛАСТЕРЫ СОВМЕСТНО
РЕГУЛИРУЕМЫХ РЕПЛИКОНОВ

Фокусы репликации. Репликация групп репли�
конов осуществляется в составе “фабрик”, кото�
рые выявляются как точечные пятна (так называ�
емые “фокусы”) при импульсном включении в
ДНК предшественников нуклеотидов (например,
BrdU) или при иммуноокрашивании на белки ре�
пликации. Расположение в ядре и размер фокусов
репликации формируют специфический паттерн
на разных этапах S�фазы. В ходе S�фазы количе�
ство активных фокусов, соответствующих эухро�
матиновым районам, в нуклеоплазме постепенно
падает до нуля, а количество активных фокусов,
ассоциированных с гетерохроматиновыми райо�
нами, в нуклеоплазме, вокруг ядрышек и около
ядерной мембраны возрастает. Количество фоку�
сов, наблюдаемых в средней и поздней S�фазах,
значительно меньше, чем в ранней S�фазе, при
том, что средний размер этих фокусов больше.
Вероятно, эти дискретные репликационные до�
мены соответствуют так называемым “реплика�
ционным дискам” метафазных хромосом млеко�
питающих, совпадающим с Гимза�положитель�
ными (G, реплицируются поздно) и Гимза�
отрицательными (R, реплицируются рано) диска�
ми метафазных хромосом [14, 15].

Фокусы репликации считаются универсаль�
ным свойством репликации ДНК эукариот и ха�
рактерным признаком архитектуры их ядра [16,
17]. Фокусы репликации отражают скоординиро�
ванную активацию репликации ДНК на соседних
ориджинах. Считается, что фокусы репликации –
это дискретные сайты интерфазных ядер, в кото�
рых собираются ферменты репликации ДНК для
одновременной элонгации репликационных ви�
лок на соседних репликонах. Размеры фокусов
варьируют в широких пределах. Принято считать,
что в среднем один фокус соответствует около
1000 т.п.н. [16], однако анализ реплицирующихся
ядер при помощи нового поколения микроско�
пов высокого разрешения 3D�SIM (super�resolu�
tion 3D�structured illumination microscopy) пока�
зывает, что структуры, которые ранее считались
индивидуальными фокусами, имеют более слож�
ную пространственную организацию и, вероятно,
состоят из нескольких более мелких фокусов [18].
Таким образом, вопрос о точном соответствии
фокусов репликации, цитологически видимых в
целых ядрах, кластерам синхронно активирую�
щихся ориджинов, выявляемых на распластан�
ных нитях ДНК, и репликационным доменам в
геноме остается открытым. 

Фокусы репликации – это стабильные струк�
туры, хромосомная локализация которых сохра�
няется в течение клеточного цикла и в клеточных
поколениях. Полагают, что они представляют со�

бой фундаментальные единицы хромосомной ор�
ганизации [17, 19]. 

Пространственная организация ориджинов в
репликационные фабрики позволяет координи�
ровать не только события инициации на соседних
ориджинах, но и весь дальнейший процесс ре�
пликации в локусе. Показано, что скорость дви�
жения репликационных вилок, инициированных
от одного ориджина в разных направлениях, а
также скорость движения вилок, инициирован�
ных ориджинами из одного кластера, регулиру�
ются координировано [20]. Остановка или тормо�
жение вилки приводит к активации дополнитель�
ных ориджинов в пределах кластера. Получается,
что в пределах репликационной фабрики сосед�
ние репликоны “владеют информацией” о рас�
стоянии до соседних ориджинов и о скорости ре�
пликации на них. 

Последовательная инициация репликации в со�
седних фокусах. В каждом новом фокусе сборка
на ДНК всей репликационной машинерии для
инициации репликации происходит de novo. В то
же время обнаружена интересная тенденция –
окончание репликации в одном фокусе стимули�
рует инициацию в расположенном рядом [17, 21].
Так, в клетках HeLa после того, как начался про�
цесс синтеза ДНК (активировались первые наи�
более ранние ориджины репликации), лишь 10%
событий инициации репликации de novo проис�
ходят в сайтах, не соседcтвующих с тем сайтом,
где только что закончилась репликация. Этот ре�
гуляторный механизм действует на уровне репли�
кационных фабрик [22].

Предполагается, что именно приближение
вилки репликации к кластеру пространственно�
сближенных ориджинов может запускать их акти�
вацию. Так, изучение репликации в локусе генов
тяжелых цепей иммуноглобулинов (IgH) в лим�
фобластах мыши показало, что единственная
вилка репликации отвечает за репликацию около
400 т.п.н. [23]. Эта вилка берет начало в кластере
ранних ориджинов и доходит до кластера поздних
ориджинов. Можно предположить, что именно
входящая репликационная вилка активирует ре�
пликацию в кластере поздних ориджинов. У
дрожжей S. cerevisiae ориджины не организованы
в кластеры. Тем не менее, изучение последова�
тельности инициации репликации на всех (девя�
ти) ориджинах хромосомы VI у S. cerevisiae пока�
зало, что на каждом ориджине (за исключением
самого первого) инициация происходит только
после того, как к нему приблизится вилка репли�
кации, инициированная более ранним ориджи�
ном [24]. 

Таким образом, регуляция репликации у выс�
ших эукариот происходит на нескольких уровнях.
Во�первых, она может осуществляться на уровне
отдельных ориджинов. Во�вторых, на уровне фо�
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кусов репликации, организованных по принципу
группировки нескольких петлевых доменов�ре�
пликонов, заякоренных на ядерном матриксе. И,
наконец, существует временная регуляция ре�
пликации генома, оперирующая на уровне протя�
женных хроматиновых доменов и различных
компартментов ядра. 

ЧЕМ ОПРЕДЕЛЯЕТСЯ 
ЛОКАЛИЗАЦИЯ ОРИДЖИНОВ?

Поскольку у высших эукариот отсутствуют
консенсусные последовательности инициации
репликации, картирование ориджинов представ�
ляет определенные трудности. Поэтому до недав�
него времени изучение инициации репликации
ограничивалось в значительной степени отдель�
ными “модельными” ориджинами, связанными с
определенными локусами [25, 26]. В последние
годы появляется все больше публикаций, посвя�
щенных картированию ориджинов репликации
на геномном уровне, в частности, на отдельных
хромосомах в культурах клеток мыши и человека
[12, 27–29]. Картированы ориджины по всему ге�
ному в различных культурах клеток и тканях дро�
зофилы [30, 31], в клетках мыши [32]. Опублико�
ваны результаты полногеномного картирования
ориджинов репликации у растения Arabidopsis
thaliana [33]. Cравнение локализации ориджинов
репликации в клетках разного типа у одного орга�
низма показало, что как у дрозофилы, так и у мле�
копитающих, распределение ориджинов ткане�
специфично [12, 34].

К вопросу об определении понятия “ориджин”. В
самом начале мы назвали ориджином реплика�
ции участок генома, на котором происходит ини�
циация репликации (синтез лидирующей цепи
ДНК). Однако, что конкретно понимается под
ориджинами, когда речь идет об их картировании
или о количестве ориджинов? Вопрос упирается в
методику поиска ориджина. 

Мы не будем сейчас подробно останавливать�
ся на деталях различных методик картирования
ориджинов репликации, однако рекомендуем чи�
тателю замечательный обзор Дэвида Гилберта
[35]. Важно отметить, что практически все мето�
ды картирования на геномном уровне основаны
на усреднении результатов, полученных при ана�
лизе множества клеток [1, 35, 36]. 

Картирование коротких вновь синтезирован�
ных лидирующих цепей ДНК позволяет опреде�
лить участки генома, на которых хотя бы в части
клеток произошла инициация репликации. Но
мы знаем, что большинство ориджинов высших
эукариот характеризуются низкой эффективно�
стью, поэтому число ориджинов, полученных в
таком анализе, будет значительно отличаться от

числа ориджинов, активирующихся в каждом
конкретном клеточном цикле.

Если мы пытаемся искать ориджины по харак�
терному набору связанных с ними белков, то мы
картируем лишь потенциальные ориджины, но
ничего не знаем, реально ли они инициируют ре�
пликацию. Во�первых, лишь небольшая фракция
собранных preRC активируется в каждом клеточ�
ном цикле. Во�вторых, некоторые компоненты
пререпликационных комплексов (например,
MCM2�7) присутствуют в хроматине в большом
избытке, а другие (например, ORC) могут иметь
дополнительные функции, не связанные с ини�
циацией репликации.

Многие подходы включают этап синхрониза�
ции клеток, например при помощи гидроксимо�
чевины (HU). Однако любые манипуляции с кле�
точным циклом и активацией каскада ATR/
CHK1 (см. ниже) могут значительно влиять на
паттерн активных ориджинов. Например, воздей�
ствие HU приводит к запуску спящих ориджинов. 

Таким образом, говоря об ориджине, необхо�
димо каждый раз выбирать некий критерий, по
которому он будет определен. Например, это мо�
жет быть район генома, с которым связывается
комплекс ORC.

ORC связывается с участками ДНК, свободны�
ми от нуклеосом. В целом, у метазоа in vitro ORC не
проявляет специфичности к нуклеотидной по�
следовательности, но при этом обладает повы�
шенным сродством к суперскрученной ДНК
[37, 38]. На этом основании предположили, что
изменение топологии ДНК, например вследствие
удаления нуклеосом, может определять место по�
тенциального ориджина. Пионерские экспери�
менты, выполненные на S. сerevisiae, показали,
что присутствие нуклеосомы в положении ори�
джина ингибирует инициацию репликации на
нем [39]. Деацетилаза гистонов Sir2 S. cerevisiae
ингибирует активность ориджинов, стабилизируя
положение нуклеосом, которые в ее отсутствие
менее прочно связаны с ДНК [40]. Результаты
картирования ORC на геномном уровне в клетках
S. cerevisiae и D. melanogaster показали, что этот
комплекс взаимодействует с участками ДНК,
свободными от нуклеосом или же содержащими
нуклеосомы, которые можно легко удалить [34,
41–45]. Показано, что в распределении ориджи�
нов репликации важную роль играют комплексы
ATР�зависимого ремоделирования хроматина
[34, 46]. Эти комплексы участвуют в изменении
положения нуклеосом относительно ДНК, заме�
не гистонов нуклеосом на их варианты и в удале�
нии нуклеосом с ДНК. Все эти результаты указы�
вают на то, что организация ДНК в нуклеосомы
может быть определяющим свойством ориджи�
нов у всех эукариотических организмов.
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Однако и сам комплекс ORC способен влиять
на расположение нуклеосом [47, 48]. Формирова�
ние pre�RC требует посадки еще целого комплек�
са белков, часть из которых тоже должна связы�
ваться с ДНК. Судя по всему, ORC привлекает на
место своей посадки новые хроматин�ремодели�
рующие комплексы, что приводит к формирова�
нию более открытой укладки нуклеосом и позво�
ляет связаться с ДНК остальным компонентам
pre�RC.

Ориджины репликации часто локализуются в
промоторных областях генов. Эукариотические ге�
ны имеют характерную нуклеосомную организа�
цию: как правило, в промоторах есть свободный
от нуклеосом участок, расположенный на фикси�
рованном расстоянии от сайта инициации тран�
скрипции (transcription start site, TSS). Первая
нуклеосома, перекрывающая тело гена, соответ�
ственно, тоже находится на фиксированном рас�
стоянии от TSS. Далее нуклеосомы располагают�
ся упорядоченно, с определенным интервалом
между ними [49]. Поскольку промоторы всегда
содержат участок, свободный от нуклеосом,
именно они часто выступают в роли ориджинов
репликации у эукариот. 

У S. cerevisiae ориджины содержат сайты по�
садки фактора транскрипции Abf1, который мо�
жет участвовать в активации ориджина [50]. У
Schizosaccaromyces pombe, а также у высших эука�
риот ориджины репликации часто расположены в
промоторах генов [27, 28, 30, 34, 51]. Известно
множество примеров, когда факторы транскрип�
ции влияют на локализацию или активацию ори�
джинов [46]. Это может достигаться привлечени�
ем машины ремоделирования хроматина, ком�
плексов, вносящих ковалентные модификации
гистонов, или в результате прямого взаимодей�
ствия факторов транскрипции с компонентами
pre�RC. Однако важнее всего, вероятно, то, что в
транскрипционно активных промоторах гистоны
H3 и H4 гиперацетилированы и, как следствие,
поддерживается открытая структура хроматина,
которая считается предпочтительной для иници�
ации репликации.

Наиболее полные данные о значении хромати�
нового ландшафта для локализации ORC получе�
ны в рамках проекта modENCODE (model organ�
ism encyclopedia of DNA elements) [34, 42] для
D. melanogaster. Целью этого проекта был поиск
всевозможных функциональных участков ДНК в
геноме модельных организмов – D. melanogaster и
Caenorhabditis elegans. У дрозофилы, как и у всех
изученных эукариот, многие ориджины совпада�
ют с сайтами инициации транскрипции или ле�
жат в непосредственной близости от них. Чтобы
понять, какие из элементов, окружающих ори�
джин, необходимы для связывания ORC, а какие
обусловлены локализацией ориджинов в TSS,

проанализировали различия между сайтами свя�
зывания ORC, лежащими в пределах 1 т.п.н. от
TSS, и сайтами, удаленными от TSS на большие
расстояния [34].

Оказалось, что все сайты связывания ORC, не�
зависимо от локализации ближайшего TSS, обо�
гащены хроматин�ремоделирующими белками,
например, компонентами комплекса NURF
(NURF301, ISWI). В полном соответствии с пред�
ставлением о связывании ORC с динамичным ак�
тивным хроматином показано, что во всех сайтах
связывания ORC происходит быстрый обмен
нуклеосом и гистона H3.3. Многие модификации
гистонов одинаково характерны как для сайтов
связывания ORC, которые попадают в область
промоторов, так и для удаленных от промоторов.
Однако наблюдались и некоторые различия. Так,
сайты связывания ORC, лежащие вблизи TSS,
обогащены такими типичными для промоторов
модификациями гистонов, как H3K9ac, H3K27ac,
H3K4me2 и H3K4me3. В удаленных же ORC�сай�
тах находилось меньше H3K4me3, но больше
H3K18ac и H3K4me1. Кроме того, районы ори�
джинов не обогащены метками хроматина, харак�
терными для тела генов (например, H3K79me1,
H3K36me1, и H3K36me3), при том что ORC�сай�
ты, удаленные от TSS, специфически обогащены
H3K36me1.

Чтобы понять, какие свойства промоторов
особенно важны для функционирования в каче�
стве ориджинов, нужно понять, чем различаются
промоторы, связывающие и не связывающие
комплекс ORC. Оказалось, что промоторы, явля�
ющиеся ориджинами, в среднем связаны с боль�
шим количеством хроматин�ремоделирующих
белков, и обмен нуклеосом происходит в этих
участках с большей скоростью. Все это еще раз
подтверждает, что для связывания ORC важнее
всего способность хроматина легко освобождать�
ся от нуклеосом [34].

ЭТАПЫ ПРОГРАММИРОВАНИЯ 
ОРИДЖИНОВ В КЛЕТОЧНОМ ЦИКЛЕ

Согласно модели лицензирования ориджинов,
чтобы избежать ре�репликации генома, сборка
pre�RC и его активация должны происходить на
разных этапах клеточного цикла, при этом сборка
не может происходить в S�фазе. Поэтому все ори�
джины, будь то ранние или поздние, должны быть
“заряжены” до начала S�фазы. Связывание ORC с
ДНК начинается еще в конце митоза и продолжа�
ется в начале фазы G1. В G1 происходит посте�
пенная сборка pre�RC. Количество полностью со�
бранных к началу S�фазы pre�RC значительно
превышает число событий инициации реплика�
ции в одном клеточном цикле [52]. Оказывается,
к началу S�фазы клетка уже “знает”, какие ори�
джины будут активироваться (если не наступит

2
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репликационный стресс) и на каком этапе S�фазы
должен активироваться каждый из них (pис. 2). 

Согласно результатам элегантных экспери�
ментов, выполненных на изолированных ядрах
млекопитающих, реплицирующихся в экстракте
яиц ксенопуса, во время фазы G1 можно выде�
лить так называемый момент выбора ориджинов
(origin decision point) — временной интервал,
определяющий отбор тех ориджинов, которые бу�
дут активироваться в ближайшей S�фазе, среди
всех ориджинов с уже собранными pre�RC [53].
По времени этот интервал совпадает с заверше�
нием процессов постмитотической реорганиза�
ции ядра и фиксацией ядерной архитектуры до
следующего митоза. Еще один важный этап, не�
обходимый для установки паттерна активных
ориджинов в ближайшей S�фазе – митоз. Имен�
но с митозом связана глобальная реорганизация
ядра, которая завершается в начале G1. 

Важность прохождения через митоз для орга�
низации репликации ярко иллюстрируют опыты
по репрограммированию дифференцированных
ядер млекопитающих в эмбриональные стволо�
вые клетки после их инкубации в экстрактах яиц
ксенопуса, специально подготовленных для оста�
новки клеточного цикла на стадии митоза (“ми�
тотически компетентный экстракт”) [54]. Дело в

том, что для полного перепрограммирования
клетки должны перейти к быстрым эмбриональ�
ным делениям c использованием значительно
большего числа активных ориджинов. Вероятно,
дополнительное выдерживание ядер в клеточных
экстрактах, соответствующих стадии митоза, поз�
воляет ядрам лучше справиться с такой задачей.
Кроме того, сам по себе перенос мышиных сома�
тических ядер в зиготы именно на стадии митоза
повышает эффективность репрограммирования
[55–57]. 

Относительно независимо от выбора ориджи�
нов программируется время активации ориджи�
нов (timing decision point). Оно происходит на бо�
лее раннем этапе клеточного цикла и уже не на
уровне отдельных ориджинов, а на уровне более
протяженных доменов [4, 53, 58–60] (рис. 2). Ин�
тересно, что “запрограммированное состояние”
сохраняется лишь до тех пор, пока в районе не
прошла репликация. В фазе G2 клеточного цикла
районы хромосом не несут маркеров “репликаци�
онного тайминга”, они восстанавливаются вновь
в ранней G1�фазе после необходимого прохожде�
ния через митоз [61].

Рассуждая в рамках модели фокусов реплика�
ции, можно сказать, что “выбор ориджинов” под�
разумевает определение того, какие ориджины
будут активироваться в составе одного фокуса в
данном клеточном цикле. А программирование
“репликационного тайминга” будет определять в
каком порядке и на каких этапах клеточного цик�
ла активировать кластеры ориджинов, внутри ко�
торых инициация репликации происходит син�
хронно. 

ЧЕМ ОПРЕДЕЛЯЕТСЯ
ЭФФЕКТИВНОСТЬ ОРИДЖИНОВ

Какие различия на молекулярном уровне мо�
гут приводить к различной способности ориджи�
нов активировать репликацию? Почему некото�
рые активируют репликацию очень редко, другие –
тканеспецифично, третьи – только в ответ на ре�
пликационный стресс? Далее мы поговорим о мо�
лекулярных механизмах, отвечающих за эти раз�
личия. 

Зависимость эффективности ориджинов от вре�
мени связывания ORC. В некоторых случаях эф�
фективность ориджинов зависит от сродства со�
ответствующих хромосомных сегментов к ком�
плексам ORC. Связывание ORC зависит от
локальных условий хроматина и транскрипцион�
ной активности, поэтому неудивительно, что оно
может иметь особенности в разных тканях. Пока�
зано, что у S. pombe эффективность ориджинов
зависит от того, когда в клеточном цикле ORC
связывается с хроматином. ORC�комплексы, со�
бравшиеся в хроматине рано, в фазе M, имеют

G1
G2

S

M
“Выбор

Программирование
времени активации

ориджинов Лицензирование
ориджинов

(связывание MCM2�7)

Ингибирование
лицензирования

ориджинов

ориджинов”

Рис. 2. Становление программы репликации в кле�
точном цикле. Внутренний круг маркирует фазы кле�
точного цикла. На внешнем круге светлой и темной
стрелками показаны периоды клеточного цикла, ко�
гда лицензирование репликации возможно, и когда
оно ингибировано соответственно. Отмечены этапы
клеточного цикла, во время которых происходит ста�
новление временной программы репликации и выбор
ориджинов, которые будут активироваться во время
ближайшей S�фазы. 
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тенденцию быть более эффективными, чем те,
что собрались позднее, в G1 [62]. Связывание
ORC с хроматином у S. pombe периодично, оно
возрастает в ходе митоза и достигает максимума
во время перехода M/G1. Формирование pre�RC
тоже периодично в клеточном цикле, оно начина�
ется и достигает максимума в G1. Задержка кле�
ток на стадии митоза приводит к частичной поте�
ре специфичности связывания ORC1, в результа�
те чего ориджины становятся более однородными
по своим свойствам. При этом избыток компо�
нентов pre�IC усиливает репликацию как на ранее
эффективных, так и на неэффективных ориджи�
нах [62].

Зависимость от различной загрузки MCM2�7.
Еще один фактор, способный влиять на вероят�
ность активации ориджина – количество ком�
плексов MCM2�7, загруженных на данный ори�
джин. Показано, что к началу S�фазы комплексы
MCM2�7 присутствуют в хроматине в большом
избытке по сравнению с числом событий иници�
ации репликации, числом комплексов ORC, а
также по сравнению с их количеством, мини�
мально необходимом для репликации генома в
нормальных условиях [1]. Роль такого избытка
двояка.

Во�первых, избыток MCM2�7 на каждом от�
дельном ориджине может повышать его эффек�
тивность. Как только активируется геликазная
активность одного из комплексов MCM2�7, свя�
занных с данным ORC, и начинается плавление
ДНК, срабатывает механизм интерференции
ориджинов и активация репликации на соседних
MCM2�7 ингибируется [63].

Во�вторых, как показано на клетках млекопи�
тающих, сайты посадки избыточного MCM, не
связанного с ORC, соответствуют спящим ори�
джинам, которые активируются только в услови�
ях репликационного стресса [63, 64]. Считается,
что часть MCM2�7 после загрузки в хроматин в
местах локализации комплексов ORC может дви�
гаться вдоль хроматиновой фибриллы на доста�
точно большие расстояния, и этот избыток ком�
плексов MCM2�7 обладает способностью активи�
ровать инициацию репликации в условиях
стресса [13]. Полногеномный анализ распределе�
ния ориджинов в клеточных культурах D. melano�
gaster показал, что только 82% ориджинов, выяв�
ляемых в клетках после их обработки гидрокси�
мочевиной, соответствуют сайтам связывания
ORC [34].

Лимитирующие факторы, определяющие число
одновременно активных репликонов. Роль количе�
ства компонентов, необходимых для инициации
репликации, и их стехиометрического соотноше�
ния можно показать на примере инициации ре�
пликации в соматических и эмбриональных клет�
ках млекопитающих. 

Считается, что высокая плотность ориджинов
и их высокая эффективность в эмбриональном
хроматине в значительной степени связаны с из�
бытком всех компонентов pre�RC, а также Cdc45
на данном этапе развития. Соматические клетки
млекопитающих содержат в среднем один гекса�
мер ORC, две молекулы Cdc6 и четыре–пять гек�
самеров MCM на каждые 100 т.п.н., что примерно
в 10 раз меньше, чем в эмбриональных клетках.
Кроме того, и, по�видимому, важнее всего то, что
в соматических клетках pre�RC вынуждены кон�
курировать за лимитирующий фактор – Cdc45
[13]. Cdc45, присутствующий в клетках, обеспе�
чивает активацию лишь определенной доли ори�
джинов, поэтому для активации новых реплико�
нов приходится ждать, когда Cdc45 освободится.
Поскольку Cdc45 принимает участие не только в
инициации, но и в элонгации репликации, входя
в состав геликазного комплекса, для его высво�
бождения требуется время, поэтому концентра�
ция Cdc45 существенно влияет и на временные
особенности S�фазы. Микроинъекция в клеточ�
ные ядра в S�фазе избытка очищенного Cdc45 ак�
тивирует дополнительные ориджины, еще раз
подтверждая, что в клетках млекопитающих
Cdc45 является фактором, определяющим коли�
чество репликонов, которые могут использовать�
ся клеткой одновременно [13]. 

В активации ориджинов участвует множество
факторов. Кроме Cdc45, роль которого в качестве
лимитирующего фактора показана в клетках мле�
копитающих и S. pombe [62, 65], на роль лимити�
рующих факторов претендуют также киназы кле�
точного цикла Cdc7 в комплексе с Dbf4 (DDK)
(S. pombe), CDK1, CDK2 (позвоночные) [66, 67] и
Cdc28/Clb5 (S. cerevisiae) [68].

Важную роль в активации ориджинов играет
прикрепление ДНК к ядерному матриксу. Обработ�
ка ядер солями в высоких концентрациях приво�
дит к удалению значительной части белков хро�
матина. Оставшиеся ядерные структуры состоят
из петлевых доменов, заякоренных на ядерном
матриксе, которые можно видеть в микроскоп и
оценивать их размеры. Существует тесная связь
между такими петлями, репликонами и ориджи�
нами репликации ДНК. Так, например, показано,
что у многих видов животных и растений размер
петель хроматина совпадает с размерами репли�
конов [46, 69]. При инкубации дифференциро�
ванных ядер в экстракте яиц Xenopus, соответ�
ствующем стадии митоза, наблюдаются глобаль�
ные изменения архитектуры хромосом. В
частности, когда в такой экстракт поместили ядра
эритроцитов, средний размер петель ДНК изме�
нился от 97 до 15 т.п.н., что коррелировало с раз�
мерами репликонов [46]. 

Сходная корреляция между размером репли�
конов и размером петель наблюдалась в клетках

2*
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млекопитающих [70]. Оказалось, что распределе�
ние активных ориджинов в клетках китайского
хомячка зависит не только от скорости движения
репликационных вилок, но и от организации пе�
тель хроматина. При определении скорости дви�
жения репликационных вилок в присутствии раз�
личных химических агентов выявили существен�
ную корреляцию между скоростью репликации в
данной S�фазе и размером петель хроматина в по�
следующей фазе G1. Показано, что в S�фазе акти�
вировались преимущественно те ориджины, кото�
рые соответствовали местам закрепления петель в
G1. Эти данные указывают на существование ме�
ханизма программирования ориджинов, в кото�
ром скорость репликации определяет распределе�
ние петель хроматина, а оно, в свою очередь, кон�
тролирует выбор ориджинов в последующем
цикле [70]. 

При амплификации повторенного локуса
DHFR (локус дигидрофолатредуктазы) в культуре
клеток китайского хомячка CHOC400 в каждом
клеточном цикле активируется лишь 15% ори�
джинов, остальные повторенные единицы репли�
цируются пассивно вилками, пришедшими с ак�
тивных ориджинов фланкирующих повторов
[71]. Показано, что изменения чувствительности
к нуклеазе микрококков (которые отражают из�
менения структуры хроматина) во время G1/S�
перехода наблюдаются только в повторенных
единицах, связанных с ядерным матриксом [72]. 

В клетках млекопитающих концентрация
субъединиц ORC2–5 остается постоянной в кле�
точном цикле, а уровень субъединицы ORC1
oсциллирует. Этот феномен называется “ORC cy�
cle” [2]. Уровень ORC1 начинает возрастать в се�
редине фазы G1, достигает максимума во время
G1/S�перехода, когда он обнаруживается в ядер�
ном матриксе, и снижается до базального уровня
в S�фазе. Одновременно с увеличением концен�
трации ORC1 в ядре появляется фракция ORC2–5,
связанного с ядерным матриксом [73]. Таким об�
разом, ORC1 в клетках млекопитающих регулиру�
ет статус комплекса ORC, привлекая его к ядер�
ному матриксу [74].

Каким образом прикрепление к матриксу ре�
гулирует инициацию репликации? У Xenopus рас�
пределение ориджинов репликации и ремодели�
рование размера петель зависят от ДНК�топоизо�
меразы II [57], фермента, ассоциированного с
матриксом [75]. Репрограммирование распреде�
ления ориджинов репликации коррелирует с при�
влечением в хроматин ORC, что также зависит от
топоизомеразы II [57]. Причинно�следственные
связи ясны здесь не до конца, однако можно
предположить, что петлевая организация хрома�
тина важна как для локализации ORC, так и для
регуляции эффективности ориджинов на этапах
активации. И, наоборот, связывание ORC может

определять формирование петель, закрепляя
ориджины на матриксе. Присоединение к мат�
риксу помогает объединять несколько ориджи�
нов репликации вместе, организуя репликацион�
ные фабрики, что облегчает их скоординирован�
ную регуляцию [76]. 

Особенности хроматина, влияющие на эффек�
тивность ориджинов. Активация ориджинов зави�
сит от ацетилирования гистоновых “хвостов”. В
клетках S. cerevisiae с мутацией в гене Sir2, коди�
рующем деацетилазу гистонов, все ориджины в
районе повторов рДНК включаются почти в каж�
дом клеточном цикле, в то время как в норме ини�
циация происходит лишь на 20% ориджинов [77].
Именно различия в локальном ацетилировании
гистонов в β�глобиновом локусе млекопитающих
отвечают за активность ориджина репликации в
клетках эритроидного ряда и ее отсутствие – в не�
эритроидных клетках [78]. И у млекопитающих, и
у D. melanogaster белки pre�RC связаны с гистон�
ацетилтрансферазами [79].

Направленное связывание гистон�ацетил�
трансферазы Chameau с хорионовым ориджином
дрозофилы, встроенным в искусственную кон�
струкцию, локально стимулировало активность
ориджина, тогда как связывание с деацетилазой
гистонов Rpd3 или Pc ингибировало ее (Pc –
субъединица мультибелковых комплексов, участ�
вующих в поддержании определенного класса
хроматиновых доменов с репрессированной
транскрипцией). Следовательно, направленное
привлечение ацетилаз и деацетилаз в район ори�
джина может программировать характер его ак�
тивности в развитии и клеточном цикле. Одним
из претендентов на роль направляющего агента
считается белок Rb. Известно, что деацетилазы
гистонов млекопитающих, подобные Rpd3, свя�
зываются с Rb и обеспечивают репрессию тран�
скрипции. У D. melanogaster dE2F1 и Rbf (гомолог
Rb у D. melanogaster) работают в комплексе при
репрессии транскрипции и способны взаимодей�
ствовать с DmORC. В клетках млекопитающих
E2F и Rb связываются с фокусами репликации и
ориджинами [79]. 

Интересно, что гомолог Chameau у млекопита�
ющих – гистон�ацетилтрансфераза HBO1, также
связывается с ориджинами репликации и счита�
ется важным регулятором их лицензирования.
Согласно последним данным, HBO1 взаимодей�
ствует с Cdt1 и регулирует посадку комплекса
MCM2�7. В фибробластах человека концентра�
ция HBO1 практически эквимолярна числу ак�
тивных ориджинов, что указывает на важную
роль этого фермента в регуляции инициации ре�
пликации [80, 81].

В то же время, ацетилирование не является
универсальным свойством ориджинов реплика�
ции. Вероятно, оно используется для выбора не�



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 47  № 1  2013

МЕХАНИЗМЫ ПРОСТРАНСТВЕННО�ВРЕМЕННОЙ РЕГУЛЯЦИИ РЕПЛИКАЦИИ 21

которых ориджинов, однако гораздо теснее свя�
зано с регуляцией времени инициации, чем с эф�
фективностью ориджинов [52].

В тех случаях, когда инициация происходит в
доменах закрытого хроматина с низким уровнем
гистонацетилаз, используются, возможно, аль�
тернативные механизмы привлечения компонен�
тов pre�RC в хроматин. У S. pombe в активации
ориджинов репликации в гетерохроматиновых
районах принимает участие гомолог HP1 – белок
SWI6, который направленно привлекает в эти
районы комплекс DDK/Cdc7 [82]. У D. melano�
gaster выявлено взаимодействие между ОRC и
HP1 [83]. Предполагается, что функция ORC в
процессе становления гетерохроматиновых доме�
нов не зависит от репликации, однако, можно ду�
мать, что взаимодействие ORC и HP1 способству�
ет, по�видимому, формированию pre�RC�ком�
плексов в гетерохроматиновых районах. 

ИНИЦИАЦИЯ РЕПЛИКАЦИИ
И РЕГУЛЯТОРЫ КЛЕТОЧНОГО ЦИКЛА. 
“РАННИЕ” И “ПОЗДНИЕ” ОРИДЖИНЫ

Ранние и поздние ориджины по�разному реаги�
руют на “intra�S�phase checkpoint”. В течение всей
S�фазы клеточного цикла включаются все новые
ориджины. Тем не менее, принято говорить о
“ранних” и “поздних” ориджинах. Дело в том, что
все ориджины можно разделить на два класса в
зависимости от того, каким образом на инициа�
цию репликации на данном ориджине влияет си�
стема контроля повреждений ДНК в S�фазе – так
называемый “intra�S�phase checkpoint” [84, 85]. 

Для искусственной инициации остановки кле�
точного цикла в S�фазе на клетки воздействуют
HU. Считается, что HU блокирует фермент рибо�
нуклеотидредуктазу, что приводит к исчерпанию
пула нуклеотидов в клетке и, как следствие, к за�
медлению или полной остановке движения вилок
репликации ДНК [86]. В ответ на воздействие HU
более ранние ориджины репликации – именно
они и называются “ранние ориджины” – сохра�
няют способность инициировать репликацию.
На “поздних ориджинах” инициация репликации
блокируется. 

Интересно, что при этом активируется множе�
ство “спящих” ориджинов, не активирующихся в
нормальных условиях. Активация контрольной
точки в S�фазе обеспечивает также стабилизацию
остановленных вилок репликации, в результате
чего в таких вилках сохраняется полимеразный
комплекс. Без такой стабилизации с большой ве�
роятностью происходит коллапс вилки, сопро�
вождающийся двухцепочечными разрывами
ДНК [87]. В случае значительных повреждений
клетка вступает в апоптоз. 

У эукариот система ответа на повреждение
ДНК консервативна. Блокирование инициации
репликации на поздних ориджинах в присутствии
HU наблюдали у S. cerevisiae [84], млекопитаю�
щих [88], в экстракте ооцитов Xenopus [89] и у
D. melanogaster [90]. Так, например, геномное ис�
следование S. cerevisiae показало, что из 260 ори�
джинов репликации 143 (ранние) включались в
присутствии HU, в то время как 104 ориджина в
тех же условиях не включались [91]. У D. melano�
gaster 30% ориджинов способны к инициации ре�
пликации в присутствии HU [30, 90].

У млекопитающих, несмотря на то, что ста�
бильно ранние и стабильно поздние ориджины
составляют значительную фракцию генома, по�
чти половина ориджинов активируется с равной
вероятностью в ранней или поздней S�фазе [92].
У S. pombe HU слабо влияет на активацию ори�
джинов [9, 93]. Интересно, что у S. pombe почти
нет постоянно поздних ориджинов – ориджины
активируются стохастически относительно вре�
мени в S�фазе [51, 94].

ATR/CHK1 каскад управляет активацией ори�
джинов. Оказалось, что в ходе нормальной S�фа�
зы последовательностью активации ориджинов
репликации управляет тот же регуляторный кас�
кад, который участвует в клеточном ответе на ре�
пликационный стресс [1, 95]. Под репликацион�
ным стрессом подразумеваются такие условия,
которые приводят к остановке репликационных
вилок, в частности, из�за большого количества
повреждений в ДНК или при блокировании фер�
ментов, связанных с репликацией – рибонуклео�
тидредуктазы (воздействие HU) и ДНК�полиме�
раз (афидиколин). 

Перечислим ключевых участников этого кас�
када. Главным сенсором повреждений в ДНК счи�
тается киназа ATM (ataxia telangiectasia mutated).
Остановленные вилки репликации активируют
другую киназу – ATR (ATM and Rad3�related).
Киназы ATM и ATR имеют множество мишеней,
фосфорилирование которых необходимо для ре�
гуляции нормального клеточного цикла, ответа
на повреждения ДНК и апоптоза. Роль этих киназ
в регуляции ориджинов репликации связана
главным образом с активирующим фосфорили�
рованием киназы контрольных точек CHK1
(checkpoint kinase 1) [96]. Активация CHK1 при�
водит к фосфорилированию фосфатазы Cdc25A,
что запускает ее же деградацию. Cdc25A, в свою
очередь, регулирует активность циклин�зависи�
мых киназ. CHK1�зависимая деградация фосфа�
тазы Cdc25A предотвращает дефосфорилирова�
ние CDK1 и CDK2. Это препятствует связыва�
нию с ориджинами Cdc45, что необходимо для их
активации [85, 97] (pис. 3).

В нормальном клеточном цикле именно ATR�
зависимый каскад ингибирует преждевременное
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включение поздних ориджинов и ограничивает
использование ориджинов в кластерах ранних
ориджинов (латеральное ингибирование). Бло�
кирование активности ATM и ATR при помощи
кофеина или специфических антител приводит к
значительному увеличению числа ориджинов в
нормальных клетках [98, 99].

Каким образом каскад, активирующийся в от�
вет на репликационный стресс, работает в нор�
мальной S�фазе в отсутствие остановившихся ви�
лок и повреждений ДНК? 

Оказалось, что активатором ATR является ин�
термедиат репликации – комплекс оцДНК с бел�
ками RPA (белки, связывающие оцДНК) [100].
Так, частичное удаление RPA из экстракта ооцитов
Xenopus предотвращает увеличение числа актив�
ных ориджинов в ответ на воздействие кофеина.

Сразу можно упомянуть несколько любопыт�
ных последствий такого механизма активации
ATR. Во�первых, чем медленнее происходит син�
тез ДНК, тем больше в репликационной вилке
накапливается оцДНК, тем выше уровень индук�
ции ATR. Во�вторых, если именно RPA активиру�
ет ATR, то ATR индуцируется сразу после начала
синтеза ДНК, локально. Это может объяснить
интерференцию между расположенными побли�
зости ориджинами [97].

Кроме того, предполагается, что движение ре�
пликационных вилок может тормозиться физио�
логическими ограничениями генома. Во�первых,
некоторые нуклеотидные последовательности
могут реплицироваться с большим трудом, чем
другие. Во�вторых, факторы, связанные с хрома�
тином, инсуляторные элементы и специфические
ядерные структуры могут замедлять или останав�
ливать репликационную вилку в отсутствие ре�
пликационного стресса, что будет также активи�
ровать каскад ATR.

Влияние ATR на интерференцию ориджинов и
супрессию поздних ориджинов в ходе нормаль�
ной репликации, а также на подавление актива�
ции поздних ориджинов в ответ на репликацион�
ный стресс опосредуется именно CHK1 [99, 101,
102]. Точно так же, как и в случае ATR, при инги�
бировании или удалении CHK1 увеличивается
количество активных ориджинов, замедляется
скорость движения репликационных вилок и на�
рушается временная последовательность репли�
кации генома. Важно, что в отсутствие CHK1
ориджины, в норме инициирующие репликацию
поздно, активировались в ранней S�фазе [103–
105]. Кроме того, на фоне снижения количества
CHK1 супрессируется интерференция ориджи�
нов, что приводит к более короткому расстоянию
между ними [98].

У S. cerevisiae и метазоа RAD53 и CHK1, соот�
ветственно, предотвращают активацию поздних
ориджинов до тех пор, пока не закончится репли�

кация примерно половины генома [99, 106]. Для
перехода к репликации второй половины генома
необходимо “восстановление от чекпоинта”, т.е.
нейтрализация CHK1. Действительно, показано,
что CHK1 разрушается посредством убиквитини�
рования и протеасомной деградации в средней и
поздней S�фазе [107]. 

Роль CHK1 в S�фазе не ограничена влиянием
на инициацию ориджинов через регуляцию ак�
тивности циклин�зависимых киназ. CHK1 играет
также важную роль в регуляции транскрипции ге�
нов, необходимых для нормального прохождения
S�фазы [108]. Так, например, активация CHK1
приводит к репрессии гена, кодирующего ацети�
лтрансферазу GCN5, которая может участвовать
в остановке клеточного цикла в ответ на реплика�
ционный стресс. 

Особый интерес представляет участие CHK1 в
подавлении экспрессии гена RNR2, кодирующего
рибонуклеотидредуктазу [109]. От уровня экс�
прессии RNR2 зависит количество ДНК�предше�
ственников, т.е. скорость синтеза ДНК. Показа�
но, что скорость репликации прямо зависит от
числа активных ориджинов [70]. Вероятно, имен�
но CHK1 координирует плотность ориджинов и
скорость репликационных вилок как в нормаль�
ной S�фазе, так и в условиях репликационного
стресса [109–111].

Активация ориджинов в условиях репликацион�
ного стресса. В ответ на повреждения ДНК и оста�
новку вилок репликации происходит несколько
событий, которые, на первый взгляд, противоре�
чат друг другу. 

С одной стороны, когда останавливается ре�
пликационная вилка, инициируются спящие
ориджины [112], расположенные в непосред�
ственной близости [64, 113]. Аналогичным обра�
зом двухцепочечные разрывы в ДНК приводят к
усилению использования ориджинов, располо�
женных поблизости от разрыва [114]. Таким обра�
зом, контрольные точки не только отвечают за
предотвращение продолжения S�фазы в услови�
ях, затрудняющих клеточный цикл, но делают бо�
лее вероятной активацию неэффективных ори�
джинов и активируют спящие ориджины. Веро�
ятно, это необходимо для предотвращения
недорепликации. Репарация ДНК – процесс до�
статочно длительный, и подобное продолжение
репликации позволит как можно меньше задер�
живать репликацию всего генома в ответ на слу�
чайные события, происходящие по ходу движе�
ния индивидуальных репликационных вилок. 

С другой стороны, репликационный стресс
будет активировать ATR и ее прямую мишень –
CHK1, что должно подавлять активацию ориджи�
нов репликации. Каким образом одни ориджины
супрессируются, в то время как другие, наоборот,
активируются?
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Одна из моделей основана на двояком эффек�
те ATM/ATR: на фоне репликационного стресса
запускается еще один ATM/ATR�зависимый ре�
гуляторный каскад, который на спящих ориджи�
нах перекрывает эффект ингибирования. 

Кроме того, различный эффект ATR�каскада
связан с регуляцией инициации репликации на
уровне кластеров ориджинов, организованных в
репликационные фабрики [115]. При низком
уровне репликационного стресса ATR/CHK1
преимущественно ингибирует активацию новых
репликационных фабрик, в результате чего
уменьшается общее число активных кластеров
ориджинов и репликационных фабрик. В это вре�
мя снижается скорость репликации в уже активи�
рованных репликонах, что, как показано [70], при�
водит к активации спящих ориджинов в пределах
уже активных фокусов репликации. Ингибирова�
ние новых фабрик посредством ATR/CHK1 пере�
распределяет, таким образом, ресурсы в сторону
уже активных фабрик (рис. 4), что позволяет ми�
нимизировать разрушительный эффект от появ�
ления остановившихся вилок и предотвратить
проблему тех районов между остановившимися
вилками, которые не успевают закончить репли�
кацию до конца S�фазы.

Эти результаты показывают, что в условиях ре�
пликационного стресса к ингибированию по�
средством CHK1 чувствительны все ориджины,
локализованные в репликационных фабриках,
еще не активированных в данной S�фазе. Возни�
кает вопрос: существует ли в действительности
разделение на РАННИЕ и ПОЗДНИЕ ориджи�
ны? Или же в экспериментальных условиях, когда
на клетки воздействуют HU, клетки синхронизи�
руются на той стадии, когда успели активировать�
ся только самые первые репликационные фабри�
ки, соответствующие самому началу S�фазы?

Как оказалось, ранние и поздние ориджины
отличаются не только по чувствительности к ре�
гуляции ATR/CHK1, но могут активироваться
различными циклин�зависимыми киназами.

Ранние и поздние ориджины активируются раз�
ными циклин�зависимыми киназами. Предположе�
ние о том, что ранние и поздние ориджины могут
активироваться разными комплексами циклинов
с циклин�зависимыми киназами, возникло после
изучения репликации у S. cerevisiae. В активации
ранних ориджинов у S. cerevisiae главную роль иг�
рает Cdk1�Clb6. В ходе S�фазы Clb6 подвергается
деградации, а для активации поздних ориджинов
требуется циклин Clb5 [116, 117]. В случае мута�
ции в гене циклина Clb5p весь геном реплициру�
ется, используя лишь ранние ориджины. Оказа�
лось, что в клетках млекопитающих ранние и
поздние ориджины также активируются разными
комплексами Cyc/CDK. 

В соматических клетках млекопитающих ини�
циация репликации на ранних ориджинах регу�
лируется циклинами A и E, связанными с цик�
лин�зависимой киназой CDK2. Кроме того, в ре�
гуляции участвует киназа Cdc7 в комплексе с
регуляторной субъединицей Dbf4. Эти две кина�
зы фосфорилируют субъединицы комплекса
MCM2�7, что позволяет ориджину связывать
Cdc45. В активации поздних ориджинов в клетках
млекопитающих важную роль играет другой ком�
плекс – CDK1�циклин A2 [66]. 

В эмбриональных фибробластах мыши в ран�
ней S�фазе активен комплекс циклин A2–CDK2.
После того, как к середине S�фазы формирование
комплексов с CDK2 выходит на плато, появляет�
ся и постепенно возрастает активность комплекса
циклин A2–CDK1 [66]. Интересно, что подобная
дифференциальная активность в значительной
степени связана с CHK1. В клетках, мутантных по
CHK1, активность комплекса циклин A2–CDK1
проявлялась раньше и усиливалась, а активность
комплекса циклин A2–CDK2 не претерпевала
значительных изменений. При этом CDK2 может
связываться только с ранними ориджинами, в то
время как CDK1 способна связываться и с ранни�
ми, и с поздними [66].

Таким образом, можно говорить о том, что в
середине S�фазы происходит качественный пере�
ход между опосредованной CDK2 активацией
“ранних” ориджинов и активацией, опосредо�
ванной CDK1, “менее разборчивой” по отноше�

ATR

CHK1

Cdc25A

Cdk2/CycE

Cdc45
Активация
ориджинов

Cdc25A

Ub

Рис. 3. Основные компоненты ATR�каскада, участву�
ющие в регуляции активации ориджинов репликации.
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нию к ориджинам. Для этого перехода требуется
нейтрализация CHK1. 

Роль CHK1 в управлении активностью ком�
плекса циклин A2–CDK1, но не циклин A2–
CDK2, связана с регуляцией уровня CDC25A.
Удаление CHK1 приводит к значительному повы�
шению уровня Cdc25A и гиперактивации ком�
плекса циклин A2–CDK1. При этом почти в 3 ра�
за повышается плотность ориджинов репликации
[66]. Сверхэкспрессия комплекса циклин A2–
CDK1 оказывает аналогичный эффект. Поэтому
вероятно, что именно уровень CDK1 модулирует
эффективность ориджинов и время их активации
[99, 102].

Почему все�таки CDK1 оказывает такой спе�
цифический эффект на поздние ориджины?
CDK1 преимущественно связывается с поздними
ориджинами, хотя и CDK1, и CDK2 могут взаи�
модействовать и с ранними. Судя по всему, цик�
лин�зависимые киназы способны каким�то обра�
зом дифференциально распознавать те самые
цис�факторы, которые определяют активацию
ориджинов. А поскольку известно, что время ак�
тивации ориджинов программируется на уровне
протяженных хроматиновых доменов, в таком
узнавании важную роль должно играть состояние
хроматина. 

Постепенная последовательная активация
ориджинов необходима для поддержания баланса
между числом активных репликационных вилок
и скоростью, с которой происходит синтез ДНК.
Плотность активных ориджинов (частота собы�
тий инициации) и движение репликационных
вилок (скорость элонгации) должны корегулиро�
ваться, чтобы гарантированно обеспечить эффек�
тивную и полную дупликацию каждого хромо�
сомного домена. Эту гипотезу подтверждают дан�

ные о том, что ATR/CHK1�каскад играет важную
роль в корегуляции частоты инициаций и скоро�
сти элонгации [110].

МЕХАНИЗМЫ ПРОГРАММИРОВАНИЯ 
ВРЕМЕНИ АКТИВАЦИИ ОРИДЖИНОВ

Если ранние и поздние ориджины могут по�
разному реагировать на сигналы клеточного цик�
ла, то к началу S�фазы они должны быть каким�то
образом маркированы как “ранние” и “поздние”.
Далее мы рассмотрим, как и на каком этапе кле�
точного цикла происходит такое “программиро�
вание”. 

Практически во всех случаях сами по себе ори�
джины, клонированные как автономно реплици�
рующиеся плазмиды, инициируют репликацию
рано, независимо от времени их репликации в на�
тивном положении [3]. Следовательно, время ре�
пликации ориджинов должно определяться окру�
жающими нуклеотидными последовательностя�
ми или состоянием прилежащего хроматина.
Существуют специфические последовательно�
сти, связывающие факторы поздней инициации
репликации. Такие консервативные последова�
тельности обнаружены в клетках дрожжей
S. pombe. Они встречаются вблизи всех известных
у этого организма поздних ориджинов и влияют
на время их репликации [118]. У высших эукариот
изучены несколько цис�регуляторных элементов,
определяющих время включения расположенных
поблизости ориджинов, однако эти последова�
тельности специфичны только для этих ориджи�
нов [119–121].

Положение в ядре играет важную роль в про�
граммировании ориджинов. Программирование
временной последовательности репликации в

Нормальная S�фаза

Кластер
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ориджинов
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ориджинов
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ориджинов

ATR/CHK1

Ингибирование
активации новых

кластеров ориджинов
(новых репликационных

фабрик)

Репликационный стресс

Рис. 4. Модель, показывающая, как репликационные фабрики реагируют на не очень высокий уровень репликацион�
ного стресса (© Ge, Blow, 2010 [115]. Впервые опубликовано в JCB. doi: 10.1083/jcb.201007074). 
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клетках млекопитающих происходит в начале фа�
зы G1. Как раз в это время в клетке заканчивается
постмитотическое перемещение хромосом, что
косвенно указывает на возможную связь между
установкой времени репликации районов хромо�
сом и их положением в ядре [122, 123].

Недавно на геномном уровне картировали из�
менения временного профиля репликации в ходе
развития млекопитающих. Оказалось, что эти из�
менения значительно коррелируют с картами
пространственных взаимодействий между райо�
нами [124]. В результате возникла модель, соглас�
но которой пространственная реорганизация яд�
ра (она происходит как раз одновременно с “про�
граммированием” репликационных доменов)
приводит к формированию ядерных компартмен�
тов, создающих различные условия для инициа�
ции репликации. Протяженные домены ранней и
поздней репликации соответствуют участкам ге�
нома, попавшим в различные компартменты.
Способность этих доменов быть “запрограмми�
рованными” на определенное время инициации
репликации в S�фазе сохраняется до тех пор, пока
они не пройдут через репликацию [61, 125]. 

В клетках дрожжей поздно реплицирующиеся
ориджины имеют тенденцию располагаться
вблизи периферии ядра в определенное время фа�
зы G1, в то время как ориджины, реплицирующи�
еся рано, локализуются в ядре более случайным
образом. 

Важно отметить, что локализация в ядре опре�
деляет установление репликационной програм�
мы в фазе G1, но не дальнейшее ее поддержание.
Так, у S. cerevisiae поздний ориджин ARS501 в
норме локализуется на периферии ядра. Если ин�
дуцировать его выщепление из хромосомы, то об�
разуется эписома, которая перемещается от пери�
ферии ядра, но позднее время активации ориджи�
на в ближайшей S�фазе сохраняется [122, 126].
Хромосома 18 человека реплицируется в значи�
тельной степени поздно. Показано, что в активно
делящихся клетках она находится на периферии
ядра, однако когда клетка выходит из клеточного
цикла, локализация хромосомы 18 в ядре изменя�
ется. В такой клетке, если ее стимулировать к
вступлению в S�фазу, хромосома 18 сохраняет
способность к поздней репликации, не возвраща�
ясь на периферию до следующего митоза [127].
Если клетки выходят из клеточного цикла в фазе
G0, то пространственная организация ядра может
претерпевать значительные изменения, однако
после возвращения клеток в клеточный цикл ре�
пликация происходит по такому же сценарию –
“запрограммированное состояние” доменов со�
храняется, несмотря на видимые изменения в
распределении рано и поздно реплицирующихся
доменов в ядре. Следовательно, положение на пе�
риферии ядра необходимо именно для програм�

мирования, но не для поддержания программы
поздней репликации.

Каким образом положение в ядре может участ�
вовать в программировании репликации? В ран�
ней G1�фазе, одновременно с постмитотическим
перераспределением хромосом, с хромосомами
связываются структурные белки, которые были
удалены из хроматина во время митоза. Реассоци�
ация белков, определяющих архитектуру хрома�
тина в зоне периферии ядра, может приводить к
увеличению локальной концентрации этих бел�
ков, создавая, тем самым, микроусловия для фор�
мирования определенной архитектуры хромосом.
Эта архитектура может быть достаточно стабиль�
ной в течение оставшегося клеточного цикла, не�
зависимо от положения в ядре, и определять вре�
мя включения ориджинов. 

Статус ацетилирования гистонов ориджинов
определяет время инициации репликации. Выше
мы обсудили, что в начале фазы G1 на периферии
ядра ориджины каким�то образом маркируются, и
затем эти метки во время S�фазы узнаются киназа�
ми клеточного цикла. Что же является меткой?

Исследования на геномном уровне показыва�
ют, что именно локальные свойства хроматина
определяют, какие ориджины будут активиро�
ваться преимущественно в начале S�фазы [27, 28,
36, 128–130]. Районы, маркированные модифи�
кациями гистонов, характерными для активных
генов, как правило, содержат ранние ориджины,
в то время как в районах с репрессивными моди�
фикациями, соответствующими гетерохромати�
ну, ориджины обычно активируются в поздней S�
фазе [131]. Это согласуется с результатами, со�
гласно которым ранняя репликация значительно
коррелирует с транскрипционной активностью
[59, 129]. Ранние ориджины локализуются пре�
имущественно вблизи активно экспрессирую�
щихся генов, ориджины, активирующиеся в сере�
дине S�фазы, – около умеренно экспрессирую�
щихся генов, а поздние ориджины лежат далеко
от транскрибируемых генов [36]. Районы генома,
реплицирующиеся рано, отличаются высокой
чувствительностью к обработке ДНКазой I [132] и
упаковкой в ацетилированные гистоны [42].
Поздно реплицирующиеся районы характеризу�
ются закрытой конформацией хроматина и со�
держат преимущественно нетранскрибируемые
последовательности [90, 92, 128, 133, 134]. 

Поскольку ориджины репликации располага�
ются вблизи активно транскрибирующихся генов
и нередко совпадают с промоторами или иными
регуляторными элементами транскрипции, в
районах ориджинов, как правило, можно обнару�
жить огромное количество самых разнообразных
хроматиновых меток. Из�за этого достаточно
сложно определить роль отдельных компонентов
хроматина именно в инициации репликации. Да�
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же соседние ориджины, активирующиеся син�
хронно, могут иметь различный набор модифика�
ций [135].

Считается, что главный маркер времени ре�
пликации – характер ацетилирования гистонов.
Так, отсутствие деацетилазы гистонов Rpd3 или
взаимодействующего с ней партнера Sin3 привело
к тому, что поздние ориджины во внутрихромо�
сомных локусах S. cerevisiae стали раньше связы�
вать фактор репликации Cdc45p и, следовательно,
раньше инициировать репликацию [136]. Направ�
ленное привлечение HAT/HDAC к ориджину ре�
пликации локуса β�глобиновых генов человека
привело к изменению времени репликации при�
мерно на 20% от общей продолжительности S�фа�
зы [78]. Ингибиторы деацетилаз гистонов изменя�
ют временную картину репликации в клетках мле�
копитающих [137]. Все эти опыты указывают на
консервативность регуляции инициации реплика�
ции через деацетилирование гистонов у эукариот.

На геномном уровне показано, что рано реп�
лицирующиеся районы хромосом D. melanogaster
маркированы гистонами, ацетилироваными в по�
ложении H4K16, при этом обогащение H4K16ac
наблюдалось даже в отсутствие транскрипции и
было особенно значительным в зонах инициации
репликации. Интересно, что у самцов дрозофилы
в дозовокомпенсированной Х�хромосоме, обога�
щенной H4K16ac, отсутствует поздняя реплика�
ция [59]. 

Другие компоненты хроматина могут осуществ�
лять “тонкую регулировку” временной программы
репликации. Считается, что другие компоненты и
модификации хроматина тоже могут прямо вли�
ять на временную программу репликации, однако
вклад каждого фактора в отдельности оказывает�
ся относительно небольшим [138]. Например, в
эмбриональных стволовых клетках мыши, му�
тантных по генам таких белков хроматина, как
ДНК�метилтрансфераза Dnmt1, гистон�метил�
трансфераза G9a, Eed – белок группы Polycomb
или гистон�метилтрансферазы Suv39h1/h2, обна�
ружены лишь умеренные изменения во времени
репликации отдельных участков прицентромер�
ного гетерохроматина. Однако время репликации
20 проанализированных генов не изменилось
[139]. Определенный эффект метилтрансферазы
Suv39h1/h2 на время репликации гетерохромати�
новых последовательностей наблюдали в эмбрио�
нальных фибробластах человека [140]. У дрожжей
S. pombe на фоне мутаций в генах, кодирующих
ортологи HP1 и SU(VAR)3–9 (Swi6 и Clr4, соот�
ветственно), замедлялась репликация гетерохро�
матиновых районов [82, 141]. Показано, что HP1
дрозофилы выполняет две функции в регуляции
временных особенностей репликации: контроли�
рует очень позднюю репликацию центромерной
ДНК, а в эухроматиновых районах, характеризу�

ющихся высоким уровнем повторенных последо�
вательностей, НР1 необходим для более ранней
репликации [142]. Эти исследования показывают,
что действие многих факторов хроматина, судя по
всему, дополняет глобальные механизмы управ�
ления временной программой репликации, обес�
печивая тонкую сайт�специфическую настройку
(“fine�tuning”) этой программы [140, 142].

Важно подчеркнуть, что ни одна эпигенетиче�
ская метка не коррелирует с репликационным
таймингом сильнее, чем сама транскрипция [82].

Каскадная активация репликационных доменов.
Модель домино. При рассмотрении фoкусов ре�
пликации отмечалось, что при репликации гено�
мов млекопитающих существует тенденция к по�
следовательной активации соседних кластеров
репликонов. Можно предположить, что реплика�
ция определенного района генома облегчается
последовательным связыванием факторов репли�
кации в соседних сайтах инициации. Вероятно,
акт репликации вызывает локальные изменения в
конденсации хроматина, которые, в свою оче�
редь, обеспечивают доступ/привлечение факто�
ров репликации и новые события инициации. Ре�
пликация, согласно такой модели, должна начи�
наться в сайтах с “открытой” конформацией
хроматина. Результатом события инициации бу�
дет деконденсация хроматина в соседних районах,
что сделает его доступным для факторов инициа�
ции репликации. Такая модель, подразумевающая
каскадный механизм подготовки хроматина к
инициации репликации, названа “моделью до�
мино” [18]. 

По некоторым косвенным данным в таком по�
степенном создании хроматина, компетентного к
инициации репликации, могут принимать уча�
стие компоненты геликазного комплекса, в част�
ности MCM2�7 или Cdc45. Cdc45 участвует в спе�
цифическом фосфорилировании гистона H1 и
связанной с этим фосфорилированием деконден�
сации хроматина, необходимой для инициации
репликации. Кроме того, распределение этих
белков на цитологических препаратах реплици�
рующихся клеток отражает общий ход S�фазы,
однако они появляются в фокусах репликации
раньше, чем происходит ее инициация [6]. 

ПРОТЯЖЕННЫЕ
РЕПЛИКАЦИОННЫЕ ДОМЕНЫ

Изучение геномных профилей репликации са�
мых разнообразных клеток высших эукариот (за
исключением эмбриональных клеток на стадии
быстрых делений дробления) показало, что в ге�
номе клеток каждого типа можно выделить чет�
кие домены ранней и поздней репликации [58,
131]. Эти домены в целом очень хорошо отражают
организацию генома в хроматиновые домены.
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Можно полагать, что относительно однородные
свойства хроматина в пределах домена и опреде�
ляют относительно синхронную инициацию ре�
пликации в этом домене. 

Что происходит на границах репликационных
доменов? Чем определяется время репликации на
границах дискретных доменов репликации? Если
на границе доменов находятся какие�то физиче�
ские барьеры, то можно ожидать остановки ре�
пликационной вилки и скачкообразного профи�
ля репликации между соседними доменами. В
других случаях профиль репликации должен быть
более плавным. 

Действительно, профиль репликации на гра�
ницах репликационных доменов высших эукари�
от может изменяться скачкообразно. Значитель�
ная разница во времени репликации между отно�
сительно близко расположенными районами
(менее 100 т.п.н.) показана для нескольких погра�
ничных зон между R� и G�дисками млекопитаю�
щих [143, 144]. Например, в районе локуса МHC
(major histocompatibility complex) человека разни�
ца во времени репликации последовательностей,
расположенных на расстоянии всего 16 т.п.н.
[144], составила 1 ч, что может указывать на нали�
чие барьеров, на которых вилка репликации либо
останавливается, либо значительно снижает ско�
рость. Нуклеотидные последовательности в таких
районах имеют общие свойства, а именно, высо�
кую плотность Alu� и LINE�повторов, содержат
полипурин/полипиримидиновые участки, ди�,
три� и тетрануклеотидные повторы, SAR�районы
[143, 144].

Однако время вступления в репликацию райо�
нов на границе G� и R�дисков может изменяться
и постепенно. Такую картину наблюдали между
рано реплицирующимся R�диском 13q14.3 и
поздно реплицирующимся G�диском 13q21.1
хромосомы 13 человека [145]. Интересно, что пе�
реход происходит ступенчато: группы реплико�
нов размером примерно 1 млн.п.н. (что соответ�
ствует среднему размеру фокуса репликации)
реплицируются скоординировано. 

Известны примеры и градиента времени ре�
пликации. Так, например, в эмбриональных ство�
ловых клетках мыши район генов IgH размером
400 т.п.н. граничит с одной стороны с районом,
который всегда реплицируется очень рано в S�фа�
зе, а с другой – с районом, который всегда репли�
цируется поздно. Сам по себе район IgH реплици�
руется единственной вилкой, приходящей от ра�
но реплицирующегося района в направлении
поздно реплицирующегося. Получается, что
проксимальный ранний ориджин направляет
вилку репликации через район IgH, и эта вилка
движется до тех пор, пока не встретится с вилкой,
идущей от ориджина, который включается позд�
нее [23, 146]. Таким образом, расстояние между

кластерами синхронно включающихся ориджи�
нов может быть существенно больше, чем между
ориджинами внутри кластеров, и границы доме�
нов поздней репликации могут определяться ско�
ростью движения вилок репликации от ранних
ориджинов. 

Когда получили геномные профили реплика�
ции различных типов клеток млекопитающих,
стало ясно, что на границах многих репликацион�
ных доменов существуют зоны, протяженностью
до 1.5 млн.п.н., в которых отсутствуют события
инициации репликации [7, 36, 58, 124, 128, 147].
Такие зоны назвали temporal transition region
(TTR). Важно, что TTR не просто не содержат
ориджины репликации, но для них, вероятно, ха�
рактерно активное ингибирование ориджинов.
Ориджины репликации (фрагменты ДНК, спо�
собные к эффективной инициации репликации в
других районах генома), встроенные в TTR локу�
са IgH мыши, репликацию не инициировали
[147]. 

Совсем недавно опубликованы результаты,
противоречащие представлениям о широком рас�
пространении протяженных репликонов в TTR
млекопитающих [148]. Согласно полученным
данным, такие репликоны характерны лишь для
эмбриональных стволовых клеток, в то время как
в дифференцированных и раковых клетках не об�
наружены репликоны длиной более 100 т.п.н.
Предполагается, что наблюдающийся в TTR гра�
диент репликации обеспечивается последова�
тельной каскадной активацией ориджинов в со�
ответствующих районах. В частности, в клетках
HeLa локус IgH реплицируется при помощи мно�
жества последовательно активирующихся ори�
джинов. 

Изменения репликации при дифференцировке
происходят на уровне протяженных доменов. Ре�
пликационные домены, в пределах которых ре�
пликация происходит координировано, пред�
ставляют собой дискретные единицы хромосом�
ной структуры и функции. Свойства этих
доменов могут изменяться в ходе дифференци�
ровки клеток [138]. В настоящее время можно с
уверенностью говорить о том, что значительная
часть генома является объектом временной регу�
ляции репликации в ходе развития, и для клеток
каждого типа устанавливается своя, характерная
для него, программа репликации [58, 59, 131, 149].
Так, в ходе дифференцировки эмбриональных
стволовых клеток мыши в клетки�предшествен�
ники нервных клеток изменяется время реплика�
ции примерно 20% генома. В целом, на тех или
иных стадиях развития изменяется время репли�
кации почти половины генома млекопитающих. 

При изучении динамики геномных профилей
репликации в ходе дифференцировки клеток
млекопитающих был замечен любопытный факт.
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Несмотря на то, что в каждом определенном типе
клеток мыши или человека репликационные до�
мены могут быть очень разными по своему разме�
ру (вплоть до нескольких миллионов пар нуклео�
тидов), фрагменты генома, время репликации ко�
торых изменялось в ходе дифференцировки,
имели приблизительно одинаковый размер – по�
рядка 400–800 т.п.н. Можно предполагать, что это
отражает существование минимального размера
домена координированной регуляции времени
репликации [58, 124, 125, 149, 150].

Подобные исследования провели и на клетках
D. melanogaster [30, 59]. Сравнение профилей ре�
пликации в двух типах клеток: в клетках эмбрио�
нального происхождения Kc и в клетках Cl8, по�
лученных из крылового имагинального диска,
также выявило различия, составившие 20%. Важ�
но, что у дрозофилы районы дифференциальной
репликации, также достаточно протяженные,
равны в среднем 100 т.п.н. При этом время репли�
кации участков генома у дрозофилы может изме�
няться и в пределах небольших участков генома
длиной несколько тысяч пар нуклеотидов [151].

Удивительно, но общий временной порядок
репликации, характерный для клеток каждого ти�
па, обладает существенной консервативностью.
Так, обнаружено сходство профилей репликации
в протяженных районах, демонстрирующих син�
тению, в мышиных и человеческих клетках одно�
го типа [152]. Тканеспецифические профили ре�
пликации оказались более консервативными, чем
многие другие свойства тех же участков генома, в
частности, чем GC�состав. Это указывает на то,
что поддержание точной временной программы
репликации – очень важная характеристика эпи�
генетического состояния клеток, хотя точное зна�
чение этой программы пока ясно не до конца. 

Репликационные домены – очень стабильная и
информативная эпигенетическая характеристика
типа клеток и стадий дифференцировки. В биоло�
гии стволовых клеток необходимо бывает решать
задачи, связанные с проверкой качества индуци�
рованных плюрипотентных клеток, с выяснени�
ем их дифференцировочного потенциала и опре�
делением клеточной идентичности – на ранних
этапах эмбриогенеза клетки быстро меняют свой�
ства и эпигенетический статус. Недавно было по�
казано, что временные особенности репликации
могут использоваться для решения этих задач
[153]. Как оказалось, профиль репликации – ха�
рактеристика менее динамичная, чем особенно�
сти транскрипции или состава хроматина. Кроме
того, она изменяется одновременно в пределах
протяженных репликационных доменов, органи�
зация которых специфична для каждого типа кле�
ток. При этом изменения в профиле репликации
в ходе дифференцировки клеток происходят в

строго определенном порядке и на уровне доста�
точно протяженных участков генома. 

Группе Дэвида Гилберта удалось протестировать
несколько десятков типов клеток, соответствую�
щих разным этапам раннего эмбрионального раз�
вития, и построить дендрограмму, которая отража�
ет последовательность дифференцировки и “род�
ственные связи” клеток [130]. 

Замечательно, что профили репликации в ин�
дуцированных плюрипотентных клетках, репро�
граммированных из фибробластов и человека, и
мыши, практически не отличались от профилей в
эмбриональных стволовых клетках. Более того,
как только происходит потеря плюрипотентно�
сти, профиль репликации значительно меняется
[138]. Таким образом, профиль репликации мо�
жет служить прекрасным маркером плюрипо�
тентности. Более того, удалось выделить опреде�
ленные маркерные районы, которые позволяют
по локальному профилю репликации классифи�
цировать эмбриональные клетки мыши или чело�
века. Эти районы назвали “репликационными
фингерпринтами” (replication fingerprints) [153].
Репликационные фингерпринты предоставляют
широкие возможности для характеристики раз�
личных типов клеток или степени их дифферен�
цировки [153].

Репликационные домены и регуляция тран�
скрипции генов. Итак, в ходе дифференцировки
клеток происходят значительные изменения вре�
мени репликации протяженных хроматиновых
доменов. Но как это соотносится с регуляцией
экспрессии генов? 

Изучение полногеномных профилей реплика�
ции и транскрипции в клетках D. melanogaster по�
казало, что чем позднее ген реплицируется в S�
фазе клеточного цикла, тем меньше вероятность
его транскрипционной активности в клетках дан�
ного типа. В то же время, есть активные гены, ко�
торые локализуются в поздно реплицирующихся
районах, и, напротив, есть неактивные гены, ко�
торые реплицируются в ранней S�фазе [59, 133].
Однако корреляции между временем репликации
гена и уровнем его транскрипции у D. melanogaster
не обнаружено. Большинство активных генов с
различным уровнем экспрессии реплицируется
рано, в то время как меньшая группа генов, среди
которых есть и активно транскрибируемые, реп�
лицируются поздно [154]. При этом уровень тран�
скрипции генов коррелирует с уровнем специ�
фичных для эухроматина модификаций гисто�
нов. Оказалось, что у D. melanogaster домены
ранней и поздней репликации существенно раз�
личаются по плотности транскрипции вдоль хро�
мосомы. Плотность сайтов связывания РНК�по�
лимеразы II также значительно выше в районах
наиболее ранней репликации по сравнению с
районами, вступающими в репликацию позже.
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Эти данные указывают на то, что транскрипцион�
ный статус влияет на профиль репликации на
уровне крупных доменов (>100 т.п.н.), а не на
уровне отдельных генов [90].

К подобным же выводам привело изучение ре�
пликации у млекопитающих [58, 124, 130]. Значи�
тельная корреляция наблюдается между временем
репликации и транскрипцией тех генов, которые
реплицируются в средней и поздней S�фазе. В то
же время, такой корреляции не найдено для генов,
которые реплицируются во время первой трети S�
фазы, т.е. эти гены могут примерно с одинаковой
вероятностью экспрессироваться или быть неак�
тивными. 

Важно учитывать еще и то, что нуклеотидные
последовательности, соответствующие генам,
имеют тенденцию реплицироваться в ранней S�
фазе независимо от уровня их экспрессии. Пол�
ногеномный анализ профилей репликации у мле�
копитающих показал, что около 75% генов репли�
цируются в первой половине S�фазы, в то время
как большая часть негенной ДНК реплицируется в
поздней S�фазе во всех исследованных типах кле�
ток [58].

Какие же гены попадают в домены, время репли�
кации которых изменяется в ходе развития? Судя
по всему, это зависит не от функции гена, а от его
хроматинового контекста и, как следствие, от его
молекулярной организации. В качестве примера
можно привести паралогичные гены β� и α�гло�
бинов млекопитающих, которые экспрессируют�
ся только в клетках эритроидного ряда. 

Локус β�глобинов расположен в хроматиновом
домене размером более 1 млн.п.н., который в
эритроидных клетках становится чувствительным к
расщеплению ДНКазой I (“открытая” конформа�
ция хроматина). Этот локус характеризуется повы�
шенным уровнем ацетилирования гистонов Н3 и
Н4, он расположен далеко от прицентромерного ге�
терохроматина и реплицируется в ранней S�фазе. В
неэритроидных клетках гены глобинов подвержены
сайленсингу, локус нечувствителен к расщеплению
эндонуклеазами (“закрытый” хроматин), гипоаце�
тилирован, перемещается к прицентромерному ге�
терохроматину и реплицируется в поздней S�фазе
[155, 156]. Регуляция таких тканеспецифических
изменений осуществляется при помощи специ�
фических цис�последовательностей, которые ло�
кализованы в пределах 40 т.п.н., окружающих
LCR (элемент, необходимый для регуляции тка�
неспецифической экспрессии β�глобинового ло�
куса) и транс�факторов, способных переключить
программу репликации в клетках эритроидного
ряда. С использованием делеционного анализа
удалось разделить нуклеотидные последователь�
ности, отвечающие за временную регуляцию экс�
прессии и репликации в данном локусе, а также
показать, что время репликации локуса коррели�

рует с его чувствительностью к нуклеазам (т.е. со
структурой хроматина), но не с экспрессией гло�
биновых генов [157].

В то же время α�глобиновый локус располо�
жен в хроматиновом домене, для которого харак�
терна “открытая” конформация и ранняя репли�
кация в S�фазе независимо от статуса транскрип�
ции глобиновых генов. Локус содержит большое
число активных генов и CpG�островков [155]. В
этом районе не найден ориджин или зона, кото�
рая определяла бы время репликации района.
Здесь, вероятно, паттерн репликации связан со
структурой хроматина во всем локусе, которая
облегчает доступ к множественным ориджинам
репликации. Вероятно, для ранней инициации
репликации не требуется специального програм�
мирования. Известно, что CpG�островки (G + C�
богатые районы длиной около 1 т.п.н., свободные
от метилирования) содержат промоторы многих ге�
нов млекопитающих. Эти островки также составля�
ют значительную фракцию ориджинов репликации
млекопитающих, для которых характерна скоорди�
нированная ранняя инициация репликации в
S�фазе [158].

Изменение времени репликации района в
S�фазе может быть одним из механизмов перепро�
граммирования его состояния в следующих клеточ�
ных поколениях. Действительно, переключение
программы репликации на “позднюю” может опре�
делить дальнейшее репрессированное, “молчащее”,
состояние района. Активное же состояние хромати�
на, сопряженное с ранней репликацией, не обяза�
тельно приводит к повышению активности генов,
так как для активации транскрипции могут требо�
ваться специфические регуляторные факторы. При
этом активное состояние хроматина может облег�
чить связывание промоторов с этими факторами. В
свою очередь, способность регуляторов транскрип�
ции рекрутировать ферменты, которые модифици�
руют и перестраивают хроматин, может быть одним
из факторов, определяющих, где и когда начнется
репликация в хромосомах высших эукариот.

ЗНАЧЕНИЕ ПРОСТРАНСТВЕННО�
ВРЕМЕННОЙ РЕГУЛЯЦИИ РЕПЛИКАЦИИ

Мы обсудили особенности и механизмы регу�
ляции пространственно�временной организации
репликации эукариотических геномов и выясни�
ли, что программа репликации – стабильная эпи�
генетическая характеристика клеток, которая
жестко регулируется в клеточном цикле и в разви�
тии. Нам осталось ответить на самый главный во�
прос – почему регуляция репликации подверже�
на такому жесткому контролю, какова ее роль в
клеточном цикле, в развитии многоклеточного
организма, а также в эволюции геномов.
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Роль в поддержании стабильности геномов. Су�
дя по всему, первоначальная роль пластичной
инициации репликации связана с поддержанием
стабильности эукариотического генома. Управле�
ние эффективностью потенциальных ориджинов
позволяет добиться заданной протяженности
S�фазы независимо от скоростей движения от�
дельных репликационных вилок и от определен�
ного количества повреждений в молекуле ДНК.
Это позволяет строго придерживаться определен�
ного времени клеточного цикла, что очень важно
для согласованного развития многоклеточного
организма. Нарушение регуляции временной по�
следовательности репликации у высших эукариот
приводит к нестабильности генома, нарушению
конденсации хромосом в митозе и когезии сест�
ринских хроматид, а также и к злокачественной
трансформации клеток [138].

Роль в регуляции экспрессии генов и поддержа�
нии хроматиновых доменов. У всех изученных к
настоящему моменту многоклеточных организ�
мов наблюдается значительная положительная
корреляция между ранней репликацией и тран�
скрипцией, однако, нельзя говорить об однознач�
ной связи между временем репликации гена и
уровнем его транскрипции. Считается, что вре�
менная организация репликации важна именно
для поддержания эпигенетического статуса протя�
женных доменов хроматина, которые, в свою оче�
редь, определяют транскрипционную компетент�
ность отдельных генов в клетках каждого типа. 

Само по себе разделение во времени и про�
странстве репликации и, соответственно, сборки
хроматина разного типа, кажется очень “разум�
ным”, поскольку обеспечивает дополнительную
защиту от случайного перераспределения хрома�
тиновых меток. Так, например, очень важно, что�
бы центромерный вариант гистона Н3 собрался
вновь только на центромерной ДНК. Появление
этого гистона в других районах хромосомы может
привести к возникновению эктопической цен�
тромеры. Предполагается, что у всех эукариот
центромерный хроматин является независимым
репликационным доменом, хотя время реплика�
ции центромерной ДНК может значительно от�
личаться. Так, у дрожжей Candida albicans, S. cere�
visiae и S. pombe центромерный хроматин репли�
цируется в самом начале S�фазы [159, 160].
Показано, что в клетках C. albicans ориджин ре�
пликации, связанный с центромерой, – это наи�
более рано активирующийся ориджин в хромосо�
ме. При этом перенос центромерных детерминант
в эктопический сайт также приводит к очень ран�
ней репликации [160]. У высших эукариот центро�
мерная ДНК может реплицироваться на самых
разных этапах S�фазы, однако всегда асинхронно с
соседним прицентромерным гетерохроматином
[161].

Кроме пассивного влияния на упаковку хро�
матина, пространственно�временная организа�
ция репликации позволяет обеспечить активный
механизм эпигенетического наследования. Ока�
зывается, набор белков, участвующих в упаковке
и модификациях хроматина может значительно
отличаться в репликационных вилках, работаю�
щих на разных этапах S�фазы.

Пожалуй, наиболее ярко дифференциальную
сборку хроматина на разных этапах S�фазы иллю�
стрирует ситуация с ацетилированием гистонов
[162]. Оказалось, что ацетилирование гистонов
Н3 и Н4, сопровождающее сборку хроматина в
репликационной вилке, определяется именно
временем репликации соответствующего района.
Прежде чем попасть в нуклеосому, вновь синтези�
рованные димеры H3/H4 подвергаются следую�
щим модификациям: на этапе ранней S�фазы ак�
тивно ацетилируется изначально неацетилиро�
ванный гистон H3. Для этого с репликационной
вилкой связываются ацетилазы гистонов. На эта�
пе поздней S�фазы, наоборот, с репликационной
вилкой связаны деацетилазы, которые деацети�
лируют гистон H4, поступающий в ядро в преаце�
тилированном состоянии.

Получается, что ДНК, запрограммированная
реплицироваться в первой половине S�фазы, ав�
томатически переупаковывается в ацетилирован�
ные коровые гистоны, в то время как районы ге�
нома, лежащие в поздно реплицирующихся
участках, получат деацетилированные гистоны.
Если заставить ДНК, изначально упакованную в
нуклеосомы с деацетилированными гистонами,
реплицироваться в ранней S�фазе, то произойдет
“переупаковка” хроматина в ацетилированные
гистоны. Наоборот, изменение репликации от
ранней к поздней сопровождается упаковкой
хроматина в деацетилированные гистоны [162]. 

Поскольку время репликации ДНК у высших
эукариот регулируется на уровне протяженных
(около 1 млн.п.н.) доменов, во время репликации
геном будет подразделяться на домены двух дис�
кретных типов – гипо� или гиперацетилирован�
ные. Это очень хорошо согласуется с организаци�
ей хромосом млекопитающих, где выделяются
гиперацетилированные рано реплицирующиеся
R�диски и гипоацетилированные G�диски, реп�
лицирующиеся позднее. 

ДНК� и H3K9�метилтрансферазы обнаружи�
ваются в вилках репликации на стадии поздней S�
фазы, что обеспечивает упаковку всех поздно
реплицирующихся последовательностей в гете�
рохроматин. 

Получается, что мы имеем дело с петлей обрат�
ной связи. Тип домена хроматина определяет время
репликации, а время репликации, в свою очередь,
тип хроматина, в который будет упаковываться до�
мен. Вероятно, таким образом поддерживается
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“грубое” разделение на домены с открытым и за�
крытым типом хроматина, которое происходит не�
посредственно в репликационной вилке. После ре�
пликации наблюдается последовательное посте�
пенное дозревание хроматина, в котором могут
участвовать дополнительные район�специфичные
факторы, в частности, ДНК�связывающие белки,
которые узнают определенные сайты�мишени или
некодирующие РНК, привлекаемые к участкам ге�
нома с определенной нуклеотидной последова�
тельностью. 

Важно, что, регулируя время репликации рай�
она, можно не только воспроизводить хроматино�
вые метки в клеточных поколениях, но и перепро�
граммировать состояния района. Так, например,
при инактивации Х�хромосомы млекопитающих
переключение времени репликации является од�
ним из первых эпигенетических событий. У боль�
шинства генов высших эукариот оба аллеля экс�
прессируются одинаково и реплицируются ско�
ординированно. Однако имеется небольшой
класс генов, которые в каждой клетке транскри�
бируются преимущественно с одного аллеля (яв�
ление импринтинга). В большинстве случаев
инактивированный аллель реплицируется позд�
но. При этом как поздняя репликация, так и
инактивация программируются в мейозе и под�
держиваются в течение остального развития, и
эта программа стирается во время следующего ра�
унда гаметогенеза. Считается, что временной
сдвиг к поздней репликации может использовать�
ся как механизм выбора активного аллеля [163,
164]. В качестве прямого доказательства возмож�
ности программирования транскрипционного
статуса гена при помощи изменения времени его
репликации можно привести результаты опытов,
в которых в клетки, находящиеся на разных эта�
пах S�фазы, вводили плазмиды, несущие репор�
терный ген. В культуре клеток млекопитающих на
стадии поздней S�фазы репортерный ген во время
репликации запаковывается в закрытый хрома�
тин и не транскрибируется. Это состояние затем
наследуется в клеточных поколениях. Если же
плазмиду вводят на более ранних этапах S�фазы,
то репортерный ген стабильно транскрибируется
в клеточных поколениях [162, 165].

Роль пространственно�временной организации
репликации в эволюции геномов. Пространствен�
но�временная организация репликации также от�
ражает сложность эукариотического генома. По�
казано, что существует четкая корреляция между
размером генома и “степенью асинхронности ре�
пликации”, т.е., по сути дела, с протяженностью
S�фазы [166]. Во время эмбрионального развития
асинхронность репликации возникает одновре�
менно со становлением гетерохроматиновых до�
менов [167].

У млекопитающих подразделение генома на
рано и поздно реплицирующиеся домены соот�
ветствует организации генома в R/G�диски [138].
Кроме того, у млекопитающих обнаруживается
выраженная корреляция между доменами репли�
кации и изохорами – участками генома с относи�
тельно однородным GC�составом [15]. Еще в од�
ной из первых работ по построению хромосомного
профиля репликации в клетках млекопитающих
было замечено, что переход от ранней реплика�
ции к поздней соответствовал скачку в GC�соста�
ве. При этом, как правило, рано реплицирующи�
еся зоны, в отличие от поздно реплицирующихся,
относятся к GC�богатым [144].Таким образом,
уже по особенностям организации генома можно
предсказать многие временные закономерности
его репликации. 

Известно, что у дрозофилы домены поздней
репликации обладают особыми свойствами на ге�
номном уровне, которые позволяют предсказы�
вать такие домены, основываясь на анализе нук�
леотидной последовательности [168]. Закономер�
ность заключается в том, что по краям зон
поздней репликации, как правило, располагают�
ся области повышенной плотности генов, в кото�
рых находятся короткие и часто перекрывающие�
ся гены. Внутри этих зон располагаются длинные
гены с большими интронами, перемежающиеся
длинными межгенными промежутками. Кроме
того, внутри содержатся очень короткие гены, и
значительная их часть представляет собой гены,
экспрессирующиеся в семенниках самцов. 

Временной профиль репликации отражает не�
однородную организацию хроматина, которая, в
свою очередь, связана с неоднородной организа�
цей генома. Возможно, именно неодновременная
репликация разных районов хромосом является
важной движущей силой дивергенции организа�
ции доменов хроматина. Дело в том, что и у мле�
копитающих, и у дрозофилы скорость нейтраль�
ной эволюции участков генома, реплицирую�
щихся на разных этапах S�фазы, значительно
различается [166, 169, 170]. Описано несколько
независимых механизмов, которые могут приво�
дить к такому результату. Основной механизм на�
копления мутаций в поздно реплицирующихся
динуклеотидах CpG, а именно, накопление замен
C → T, увеличивается из�за высокого уровня ме�
тилирования этих динуклеотидов именно в позд�
нореплицирующихся районах генома (метилиро�
вание CpG значительно повышает вероятность
замены C → T). Это актуально для тех видов, у ко�
торых важную роль играет метилирование ДНК,
например, для млекопитающих. Кроме того, по�
ложительная корреляция между скоростью одно�
нуклеотидных замен и временем репликации
района обнаружена и вне CpG�участков. Главным
механизмом здесь считается снижение эффек�
тивности систем репарации в ходе S�фазы. Мож�
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но, например, вспомнить, что для активации
поздних ориджинов во второй половине S�фазы
требуется нейтрализация CHK1�зависимой си�
стемы контроля повреждений ДНК. Судя по все�
му, в поздней S�фазе снижается активность репа�
рации ошибочно спаренных нуклеотидов (mis�
match repair) и, возможно, некоторых других
систем репарации. Кроме того, вероятность воз�
никновения мутаций в ходе собственно синтеза
ДНК также не одинакова на разных этапах клеточ�
ного цикла [166, 169]. Таким образом, простран�
ственно�временная организация репликации яв�
ляется важным фактором, управляющим скоро�
стью эволюции геномов у млекопитающих.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Давно известно, что разные типы хроматина
реплицируются в разное время в S�фазе, однако
лишь в последние годы регуляцию репликации
начали рассматривать как эпигенетическое явле�
ние. Стало ясно, что в ходе дифференцировки в
программе репликации генома происходят зна�
чительные изменения, тесно связанные с тран�
скрипционной активностью и организацией яд�
ра. Домены временно скоординированной ре�
пликации представляют собой дискретные
единицы хромосомной структуры и функции. И
хотя функциональное значение такой жесткой
регуляции репликации еще до конца не известно,
можно с уверенностью говорить, что программа
репликации – еще одна эпигенетическая характе�
ристика каждого типа клеток.

Исследования пространственно�временной
организации репликации бурно развиваются и,
вероятно, преподнесут нам в ближайшие годы
еще немало сюрпризов. Постоянно публикуются
все новые данные, полученные на различных ор�
ганизмах, в клетках и тканях разного типа. Это, с
одной стороны, полногеномные профили репли�
кации, а также данные об их связи с организацией
хроматина и распределением хромосомных бел�
ков. С другой стороны, это данные о молекуляр�
ных механизмах эпигенетической регуляции ре�
пликации. В обзоре мы попытались проследить
все ступени регуляции репликации, чтобы по�
мочь читателю сориентироваться в этом огром�
ном потоке информации. 
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