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Общая характеристика работы 

Актуальность исследования. Эксцизионная репарация нуклеотидов, NER (nucleo-

tide excision repair), является основным механизмом удаления объемных повреждений, ис-

кажающих структуру ДНК спирали. Повреждения, процессируемые NER, возникают в ре-

зультате широкого набора воздействий: ультрафиолетового излучения, химиотерапевти-

ческих агентов, а также канцерогенов окружающей среды. 

Эффективность удаления повреждений системой NER может существенно разли-

чаться в зависимости от особенностей их структуры, а также от локальной структуры и 

последовательности ДНК вокруг повреждения. Например, помещение одних поврежден-

ных азотистых оснований в «мистматч», может стимулировать процесс NER, а других по-

вреждений – ингибировать. Появление делеции напротив повреждения во многих случаях 

приводит к полному или значительному ингибированию NER. 

Представляет особенный интерес, как происходит процесс удаления объемной мо-

дификации ДНК при появлении вблизи нее другого повреждения. Два или более повреж-

дений, расположенные в пределах 1–2 витков спирали ДНК, называют кластерными. Та-

кие структуры могут возникать в ДНК при интенсивном комбинированном воздействии 

повреждающих факторов: например, ионизирующего излучения и химиопрепаратов, а 

также при нарушении процессов репарации ДНК. Кластерные повреждения часто устой-

чивы к действию репаративных машин и могут вызывать биологически опасные послед-

ствия для клетки, особенно если расположены в обеих цепях ДНК. 

Эффективная работа систем репарации ДНК, удаляющих повреждения ДНК, вно-

сит существенный вклад в поддержание стабильности генома. У человека дефекты в рабо-

те систем репарации ассоциированы с рядом генетически обусловленных заболеваний 

[Schärer O., 2003; Friedberg E. et al., 2006; Hoeijmakers J., 2009]. Кроме того, накопление 

повреждений ДНК и, как следствие, появление мутаций, увеличивает риск развития рака и 

связано со старением [Hoeijmakers J., 2009; Friedberg E. et al., 2006]. 

Система NER в клетках высших эукариот играет важную роль в поддержании ста-

бильности генома и обеспечении низких темпов канцерогенеза. Для создания новых мето-

дов профилактики и лечения онкологических заболеваний важно понимание молекуляр-

ных механизмов, определяющих эффективность удаления повреждения системой NER. 

Целью данной работы являлось исследование свойств ДНК, содержащих повре-

ждения в составе кластеров, как субстратов для системы NER и выявление закономерно-

стей между типом и расположением повреждений в кластере и эффективностью их распо-

знавания и удаления. 
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В ходе работы планировалось решить следующие задачи: 

1. Проанализировать свойства нового нуклеотидного аналога повреждения, dC
FAB *

 

2. Сконструировать аналоги субстратов, имитирующие ДНК с кластерными повре-

ждениями различных типов; 

3. Проанализировать влияние присутствия повреждений на геометрию и термоста-

бильность полученных ДНК-дуплексов; 

4. Определить сродство комплекса XPC-HR23B к модельным ДНК; 

5. Сравнить эффективности удаления объемных повреждений из полученных ДНК 

белками системы NER, присутствующими в клеточных экстрактах; 

*структуры и названия всех использованных в работе повреждений приведены на рис.1. 

Научная новизна и практическая значимость работы. Сегодня репарация ДНК 

– одна из актуальнейших тем фундаментальных исследований, в том числе, ввиду взаимо-

связи с эффективностью противоопухолевой терапии. При интенсивном воздействии раз-

личных повреждающих агентов в процессе проведения комплексной терапии онкозаболе-

ваний вероятность появления в ДНК повреждений различного типа, в том числе и кла-

стерных, повышается. Для разработки новых методов профилактики и лечения онкологи-

ческих заболеваний необходимо глубокое понимание механизмов репарации ДНК в клет-

ках, а также взаимосвязи между структурой повреждения и скоростью его удаления из 

ДНК. 

Пониманию этой взаимосвязи способствует исследование репарации ряда модель-

ных ДНК с различной архитектурой, в том числе, и ДНК, содержащих объемные повре-

ждения в кластерах с различным составом и с взаимным расположением повреждений. 

В ходе данной работы проведено сравнительное изучение свойств модельных ДНК, 

содержащих нуклеотидные аналоги повреждений dC
FAB

, dU
FAP

 и dC
FABG

 и ДНК, содержа-

щих ненуклеозидные синтетические объемные повреждения nAnt и nFlu, которые обла-

дают выраженными субстратными свойствами в реакции специфической эксцизии, ката-

лизируемой системой NER. С учетом полученных данных сконструирован набор модель-

ных ДНК, содержащих кластеры, состоящие из двух объемных повреждений либо вклю-

чающие объемное повреждение и DEG, аналог АP-сайта (апурин-апиримидинового), суб-

страта системы BER (base excision repair). 

Показано, что ДНК, содержащие близко расположенные объемные повреждения в 

обеих комплементарных цепях, представляют собой трудно репарируемые или нерепари-

руемые структуры. При увеличении расстояния между объемными повреждениями ДНК в 
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составе кластера эффективность процесса NER варьирует в зависимости от их структуры 

и взаимного расположения. При этом для ряда проанализированных модельных ДНК, со-

держащих кластерные повреждения, уровень сродства фактора ХРС к ДНК обратно кор-

релировал с их субстратными свойствами в реакции NER-катализируемой эксцизии. 

Выявлены характерные для разных типов повреждений интервалы позиций проти-

воположной цепи, расположение в которых дополнительных повреждений подавляет 

NER-катализируемую эксцизию объемного повреждения, эффективно удаляемого в каче-

стве одиночного. 

Полученные экспериментальные данные хорошо соотносятся с результатами моде-

лирования структур поврежденных ДНК с использованием метода молекулярной динами-

ки и вносят вклад в понимание механизмов репарации кластерных повреждений разной 

топологии в клетках млекопитающих. 

Методология и методы исследования. В качестве модельных систем, содержа-

щих белки NER и способных к проведению специфической эксцизии, были использованы 

препараты экстрактов приготовленные из клеток яичника китайского хомячка Cricetulus 

griseus CHO (Chinese Hamster Ovary) и из печени домашнего кролика Oryctolagus cuniculus 

(ядерные, цитоплазматические и цельноклеточные экстракты, а также лизаты). 

При синтезе цепи с высокой удельной радиоактивностью [γ-
32

Р]-метку (3000 

Ки/ммоль) вводили в ОДН (олигодезоксинуклеотид), являющийся 5'-компонентой ли-

газной реакции, с помощью Т4 ПНК (полинуклеотид киназы). [Petruseva I. et al., 2009]. 

Протяженные модифицированные цепи ДНК получали путем ферментативного лигирова-

ния соответствующих ОДН. Модифицированные звенья включали в ОДН при помощи 

ДНК-полимеразы β [Evdokimov A. et al., 2011, 2013]. 

Угол изгиба ДНК, индуцированный объемным повреждением, определяли, сравни-

вая подвижности модифицированного и немодифицированного дуплексов при разделении 

электрофорезом в неденатурирующих условиях. Температуры плавления модифициро-

ванных ДНК-дуплексов были определены методом дифференциального плавления. Эф-

фективность связывания ХРС-HR34B с модельными ДНК была оценена методами задерж-

ки в геле и флуоресцентного титрования. Для оценки субстратных свойств модельных 

ДНК был использован метод постэксцизионного мечения специфических продуктов реак-

ции. Компьютерное моделирование молекулярной динамики структур ДНК было прове-

дено с использованием программного комплекса Amber. 

Количественные данные, приведенные в работе, получены по результатам не менее 

трех экспериментов. Для полученных значений было определено стандартное отклонение. 
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Личное участие автора. Эксперименты по определению угла изгиба дуплекса, ин-

дуцированного повреждением, по определению констант диссоциации комплексов ХРС-

HR23B с ДНК и оценке субстратных свойств протяженных ДНК были выполнены автором 

работы самостоятельно. Также автором были получены NER-компетентные экстракты из 

клеток и синтезированы ДНК-субстраты, использованные в экспериментах. 

Публикации и апробация работы. Полученные данные вошли в материалы 4 

научных статей, рецензируемых в изданиях рекомендованного перечня ВАК.  

По результатам работы было опубликовано две научных статьи. Кроме того, ряд 

полученных результатов опубликован в еще двух научных статьях, одна из них зарубеж-

ная. Результаты работы были представлены на Международной научной студенческой 

конференции (Новосибирск, Россия, 2015, 2016), VIII Всероссийском с международным 

участием молодых ученых биологов «Симбиоз – Россия» конгрессе (Новосибирск, Россия, 

2015), Международной конференции, посвященной 90-летию академика Д.Г. Кнорре (Но-

восибирск, Россия, 2016), V съезде биохимиков России (Сочи–Дагомыс, Россия, 2016), 

Международной конференции 41nd FEBS Congress (онлайн форма проведения, 2016), 

Международном форуме 17th FEBS Young Scientist's Forum (Иерусалим, Израиль, 2017), 

Международной конференции 42nd FEBS Congress (Иерусалим, Израиль, 2017), Конфе-

ренции молодых ученых биотехнологов, молекулярных биологов и вирусологов OpenBio 

(Кольцово, Россия, 2017), Международной Конференции EEMGS Annual Meeting (Потс-

дам, Германия, 2018), Всероссийская Конференция с Международным участием «Биотех-

нология-медицине будущего» (Новосибирск, Россия, 2019). 

Благодарности. Автор благодарит И.О. Петрусеву за помощь в планировании и 

организации работы и анализе результатов исследований, В.Н. Сильникова за дизайн но-

вого фотоактивного аналога объемных повреждений, А.А. Ломзова за выполнение экспе-

риментов по дифференциальному плавлению и компьютерному моделированию структур 

ДНК. 
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Содержание работы 

В настоящей работе был проведен систематический анализ свойств ряда ДНК, 

содержащих в составе кластеров звенья c объемными модификациями и аналог АР-

сайта с различным взаимным расположением повреждений. Оценено влияние присут-

ствия повреждений на геометрию и термостабильность ДНК-дуплексов, субстратные 

свойства модифицированных ДНК в процессе NER и сродство к ним комплекса ХРС-

HR23B. 

Раздел 1. Получение модельных ДНК. 

1.1. Использованные модельные повреждения ДНК. 

В рамках данной работы мы использовали в качестве модельных объемных повре-

ждений ненуклеозидные вставки с объемным флуоресцеиновым или антраценовым заме-

стителем nAnt и nFlu и звенья с модифицированными нуклеозидами dC
FAB

, dC
FAP

, dU
FAP

 и 

dC
FABG

. Ранее было показано, что nAnt и nFlu в составе ДНК-дуплекса обладают ярко вы-

раженными субстратными свойствами [Evdokimov. A, et al., 2013]. 

Рис. 1. Структуры модельных повреждений, использованных в работе. 

dC
FAB

 – 5-[3-(4-азидо-2,3,5,6-тетрафторбензамидо)пропоксипроп-1-инил]-2’-дезоксицитидин, nAnt – (N-[6-

(9-антраценкарбамоил)гексаноил]-3-амино-1,2-пропандиол); 

dC
FABG

 – экзо-N-[(4-азидотетрафторбензилиденгидразинокарбонил)-бутилкарбамоил]-2'-дезоксицитидин; 
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nFlu – (N-[6-(дипивалоил-5(6)-флуоресцеинилкарбамоил)гексаноил]-О1-(4,4’-диметокситритил)-О2-

[(диизопропиламино)(2-цианоэтокси)фосфино]-3-амино-1,2-пропандиол); 

dU
FAP

 – 5-{N-[N-(4-азидо-2,5-дифтор-3-хлорпиридин-6-ил)-3-аминопропионил]-транс-3-аминопропенил-1}-

2'-дезоксиуридин; 

DEG – диэтиленгликоль. 

Вставка на основе DEG (диэтиленгликоль) была использована как аналог АР-сайта, 

более устойчивый к специфической деградации APE1 [Kutuzov M. Et al., 2011], чтобы 

снизить уровень деградации ДНК эндогенным ферментом экстрактов, расщепляющим АР-

сайты. Структуры и названия модельных повреждений приведены на рис. 1. 

1.2. Получение модельных субстратов. 

Модельные ДНК, использованные в работе, создавались с использованием набора 

модифицированных цепей длиной 16, 54 и 137 нт, содержащих повреждения в заданных 

позициях. В качестве базовой последовательности ДНК был использован 137-звенный 

фрагмент плазмиды pBR322 (позиции 56–193 верхней цепи) [Evdokimov A. et al., 2013]. 

Таблица 1. 54-звенные цепи ДНК, из которых были сконструированы модель-

ные дуплексы, и из обозначения. 
Обозначение цепи ДНК Последовательность цепи (54 нт) 

Цепь 1 

dC, нм (немодифицированная) цепь  5'-aagcctatgcctacagcatccagggcgacggtgccgaggatgacgatgagcgca 

dC
FAB

 5'-aagcctatgcctacagcatccaggg_dC
FAB

_gacggtgccgaggatgacgatgagcgca 

nFlu 5'-aagcctatgcctacagcatccaggg_F_gacggtgccgaggatgacgatgagcgca 

nAnt 5'-aagcctatgcctacagcatccaggg_A_gacggtgccgaggatgacgatgagcgca 

dU
FAP

 5'-aagcctatgcctacagcatccaggg_dU
FAP

_gacggtgccgaggatgacgatgagcgca 

dC
FABG

 5'-aagcctatgcctacagcatccaggg_dC
FABG

_gacggtgccgaggatgacgatgagcgca 

DEG 5'-aagcctatgcctacagcatccaggg_D_gacggtgccgaggatgacgatgagcgca 

DEG(5)nFlu 5'-aagcctatgcctacagcat_D_caggg_F_gacggtgccgaggatgacgatgagcgca 

nFlu(5)DEG 5'-aagcctatgcctacagcatccaggg_F_gacgg_D_gccgaggatgacgatgagcgca 

Цепь 2 

dG, нм (немодифицированная) цепь 5'-tgcgctcatcgtcatcctcggcaccgtcgccctggatgctgtaggcataggctt 

nFlu-20 5'-tgcgctcatcgtcatcctcggcaccgtcgccctggatgctgtaggcat_F_ggctt 

nFlu-10 5'-tgcgctcatcgtcatcctcggcaccgtcgccctggatg_F_tgtaggcataggctt 

nFlu-3 5'-tgcgctcatcgtcatcctcggcaccgtcgcc_F_tggatgctgtaggcataggctt 

nFlu0 5'-tgcgctcatcgtcatcctcggcaccgtc_F_ccctggatgctgtaggcataggctt 

nFlu+4 5'- tgcgctcatcgtcatcctcggcac_F_gtcgccctggatgctgtaggcataggctt 

nFlu+8 5'-tgcgctcatcgtcatcctcg_F_caccgtcgccctggatgctgtaggcataggctt 

DEG-20 5'-tgcgctcatcgtcatcctcggcaccgtcgccctggatgctgtaggcat_D_ggctt 

DEG-10 5'-tgcgctcatcgtcatcctcggcaccgtcgccctggatg_D_tgtaggcataggctt 

DEG-6 5'-tgcgctcatcgtcatcctcggcaccgtcgccctg_D_atgctgtaggcataggctt 

DEG-3 5'-tgcgctcatcgtcatcctcggcaccgtcgcc_D_tggatgctgtaggcataggctt 

DEG0 5'-tgcgctcatcgtcatcctcggcaccgtc_D_ccctggatgctgtaggcataggctt 

DEG+4 5'- tgcgctcatcgtcatcctcggcac_D_gtcgccctggatgctgtaggcataggctt 

DEG+6 5'-tgcgctcatcgtcatcctcggc_D_ccgtcgccctggatgctgtaggcataggctt 

DEG+8 5'-tgcgctcatcgtcatcctcg_D_caccgtcgccctggatgctgtaggcataggctt 

Обозначения в таблице: D – вставка на основе DEG, F – вставка nFlu, A – вставка nAnt. 

Модификации, которые вводились в цепь (цепь 1) модельной ДНК, располагались в 

68-ой от 5'-конца позиции 137-звенной цепи. В случае, когда цепь 1 содержала тандемные 
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повреждения (DEG(5)Flu и Flu(5)DEG), позиция Flu была постоянна (68-ое звено от 5'-

конца), а вставка DEG располагалась в позиции 62 либо 69 от 5'-конца соответственно. 

В цепь 2 вводились модификации в пределах участка от 73 до 66-ой позиции от ее 

5'-конца. Расположение модифицированного звена в цепи 2 было обозначено следующим 

образом: положение «0», 73-е звено от 5’ конца цепи 2, располагалось напротив повре-

ждения цепи 1, позиции, обозначенные знаком плюс (+4, +6, +8) и знаком минус (–3, –6, -

10, -20), были смещены в направлении 5’ или 3’-конца этой цепи соответственно. Эти обо-

значения были одинаковыми для всех использованных молекул ДНК. Схема, описываю-

щая расположение кластерных повреждений в модельных ДНК, приведена на рис. 2.  

Рис. 2. Схема, описывающая расположение кластерных повреждений в модельных ДНК, использо-

ванных в работе. 

Раздел 2. Угол изгиба и изменение термостабильности, индуцированные повре-

ждениями 

Появление в ДНК объемных ковалентных аддуктов часто вызывает искажения 

регулярной двуцепочечной структуры, такие как перегибы оси спирали и локальные 

участки дестабилизации ДНК вблизи повреждения. Локальные ис-

кажения в структуре ДНК приводят к общему изменению термоста-

бильности дуплекса. 

Для дуплекса dС
FAB

/dG (16 п.н.) значение угла изгиба, оце-

ненное с помощью измерения подвижностей дуплексов при элек-

трофорезе в неденатурирующем геле (рис. 3), составило 168 ± 

0,8°, величина изгиба дуплекса nFlu/dG (16 п.н.) была оценена 

равной 165 ± 1,8°. 

С использованием метода дифференциального плавления 

было
 
показано, что введение повреждения dC

FAB
 в ДНК (16 п.н.) 

Рис. 3. Радиоавтограф геля 

после разделения дуплек-

сов (16 п.н.): dС
FAB

/dG (1), 

nFlu/dG (2) и дуплекса без 

модификаций (3) в 10%-

ном ПААГ в неденатури-

рующих условиях 
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приводит к снижению температуры плавления дуплекса на 2,5°С. 

Также было оценено влияние повреждений dC
FAB

 и nFlu в составе кластера на 

стабильность дуплексов (16 п.н.) (таблица 2). Введение вставки nFlu в dC
FAB

-

содержащий дуплекс дополнительно снижало его температуру плавления на 10,2-

13,3°С в зависимости от взаимного расположения повреждений. 

Таблица 2. Температуры плавления дуплексов. 

 

 

 

 

 

 

 

При совпадении всех остальных характеристик ДНК, содержащих повреждение, 

температура плавления может рассматриваться как показатель стабильности ДНК-

дуплекса и устойчивости поврежденной ДНК к репарации. Полученные значения нахо-

дятся в пределах интервала значений, характерных для субстратов NER. Пониженная 

термостабильность, характерная для дуплексов dC
FAB

/nFlu-3(0)(+4), в целом соответство-

вала повышенному сродству белка ХРС к данным структурам (раздел 3). Следует, од-

нако, отметить, что фактор ХРС обладал наиболее высоким сродством к более стабиль-

ному dC
FAB

/nFlu+4 дуплексу dC
FAB

/nFlu-3(0). Кроме того, несмотря на пониженную тер-

мостабильность и повышенное сродство к фактора ХРС к данным ДНК, все три струк-

туры были устойчивы к репарации (раздел 4). 

Раздел 3. Сродство комплекса ХРС-HR23B к ДНК с кластерными повре-

ждениями. 

Основная функция XPC как фактора NER заключается в выявлении нарушений в 

регулярной структуре двуцепочечной спирали ДНК. Этот белок предпочтительно взаи-

модействует с областями ДНК, содержащими ослабленные или разрушенные водород-

ные связи. Определение сродства XPC к ДНК дает представление об эффективности 

первичного распознавания места расположения повреждения на ДНК, первой стадии 

многостадийного процесса NER. 

 

 

 

 

Название дуплекса (16 п.н.) Температура плавления дуплекса, °С (- ΔTm) 

dС/dG 68,2 ± 0 

dC
FAB

/dG 65,7 ± 0,2 (2,5) 

dC
FAB

/nFlu-3 55,6 ± 0,2 (12,6) 

dC
FAB

/nFlu0 54,9 ± 0,1 (13,3) 

dC
FAB

/nFlu+4 58,0 ± 0,3 (10,2) 
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Сродство ХРС-HR23B к ДНК, содержащим объемные повреждения  

 С использованием метода задержки в геле были проанализированы эффектив-

ность образования комплексов рекомбинантного XPC и ряда 54-звенных ДНК, содер-

жащих объемные повреждения в обеих цепях дуплекса. При создании дуплексов ис-

пользовались цепи (54 нт), содержащие объемные повреждения dC
FAB

, nAnt и nFlu. 

При одиночном расположении эти 

повреждения удаляются системой NER с 

близкой эффективностью (раздел 4). По-

вреждения dC
FAB

 или nAnt располагались в 

цепи 1, цепь 2 содержала вставку nFlu в 

положениях -20, -10, -3, 0, +4 или +8 отно-

сительно повреждения в цепи 1. Также бы-

ло определено сродство ХРС к ДНК, со-

держащим одиночные повреждения dC
FAB

, 

nAnt или nFlu, и к ДНК без модификаций. 

Уровни сродства ХРС–HR32B к ряду мо-

дельных ДНК, содержащих объемные по-

вреждения в обеих цепях дуплекса, приве-

дены в таблице 3. Пример радиоавтографа 

геля после разделения продуктов связыва-

ния ХРС с ДНК приведен на рис. 4.  

 

Рис. 4 Анализ эффективности связывания XPC с 

dC
FAB

/nFlu+8 (54 п. н., пар нуклеотидов). Радиоавто-

граф геля после разделения продуктов связывания 

XPC−HR23B c dC
FAB

/nFlu+8 в 5% ПААГ в неденатури-

рующих условиях. В качестве контроля была использо-

вана ДНК, инкубированная в отсутствие белка. В экспе-

риментах использовали 10 нМ dC
FAB

/nFlu+8, концентра-

цию XPC−HR23B варьировали в пределах 1-50 нМ.  

 

Сродство ХРС ко всем ДНК, содержащим повреждения, было выше, чем к немо-

дифицированной ДНК. Во всех проанализированных случаях появление второго объ-

емного повреждения ДНК (вставки nFlu) в противоположной цепи приводило к увели-

чению сродства ХРС к данной структуре. 

Обозначение дуп-

лекса (54 п.н.) 

KD [XPC-ДНК], нМ  

(метод задержки в геле) 

dC
FAB

/dG 30,1 ± 1,6 

dC
FAB

/nFlu-20 32,7±3,4 

dC
FAB

/nFlu-10 34,6±6,2 

dC
FAB

/nFlu-3 26,6 ± 0,4 

dC
FAB

/nFlu0 25,0 ± 0,8 

dC
FAB

/nFlu+4 25,6 ± 2,1 

dC
FAB

/nFlu+8 21,3±2,7 

nAnt/dG 24,3±2,5 

nAnt/nFlu-20 14,4±3,7 

nAnt/nFlu-10 14,0± 2,1 

nAnt/nFlu0 13,3± 2,0 

nAnt/nFlu+8 19,8±2,3 

нмДНК 44,7±1,9 

Таблица 3. Константы диссоциации 

комплексов ХРС-ДНК, полученные методом 

задержки в геле. 
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Взаимодействие XPC−HR23B с рядом nAnt-содержащих ДНК с кластерными 

повреждениями (nAnt/nFlu-20, nAnt/nFlu-10, nAnt/nFlu0 и nAnt/nFlu+8) также характеризо-

валось более высоким сродством, чем взаимодействие с dC
FAB

-содержащими ДНК. 

Степень изменения сродства при появлении в ДНК второго повреждения (nFlu) зависе-

ла от типа повреждений и их взаимного расположения. В ряду dC
FAB

-содержащих ДНК 

наблюдалось повышение сродства при смещении nFlu в сторону 5’-конца цепи 2 

(dC
FAB

/nFlu0, /nFlu+4, /nFlu+8). Сродство XPC–HR23B к модельным ДНК, содержащим 

dC
FAB

, а также вставку nFlu в позициях 0 и +8 противоположной цепи, было примерно в 

1,5 раза выше, чем к остальным ДНК из этой серии. При этом в ряду nAnt-ДНК срод-

ство XPC к дуплексу, в котором вставка nFlu находилась в позиции +8 (nAnt/nFlu+8) 

примерно в 1,5 раза ниже по сравнению с остальными nAnt-ДНК. 

Умеренное повышение сродства к XPC–HR23B характерно для большинства 

субстратов NER, что соответствует выполняемой этим фактором функции. 

Сродство ХРС к ДНК, содержащей nAnt как одиночное повреждение (nAnt/dG-ДНК), 

оцененное нами методом задержки в геле, было на 25% выше, чем сродство к dC
FAB

/dG 

ДНК (таблица 3). При этом уровень NER-катализируемой эксцизии из 137-звенной 

nAnt/dG-ДНК также оказался примерно на 20% выше, чем из dC
FAB

-ДНК (раздел 4). 

Корреляция между сродством ХРС к ДНК, содержащей объемное повреждение, и эф-

фективностью NER-катализируемой эксцизии была показана для ряда субстратов NER 

[Yeo, 2012]. Однако во многих случаях корреляция между уровнем сродства XPC и эф-

фективностью удаления повреждения системой NER отсутствует [Liu Z. et al., 2015; 

Hilton B. et al., 2016; Evdokimov A. et al., 2018]. Для исследованных нами ДНК, содер-

жащих объемные повреждения в обеих цепях ДНК, чаще наблюдалась обратная зави-

симость между сродством и субстратными свойствами (dC
FAB

/nFlu+4(0)(-3), ряд ДНК, со-

держащих nAnt и nFlu) (раздел 4). 

Константы диссоциации комплексов ХРС и ДНК, содержащих объемное по-

вреждение и аналог АР-сайта в составе двуцепочечного или тандемного кластера 

С использованием метода флуоресцентного титрования мы оценили константы 

диссоциации комплексов XPC с ДНК-дуплексами длиной 54 п.н., содержащими nFlu и 

вставку на основе DEG. ДНК, используемые для этих экспериментов, содержали флуорес-

центную репортерную группировку (FAM), находящуюся на 5’-конце одной из цепей 

ДНК-дуплекса. Полученные значения KD представлены в таблице 4.  
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Таблица 4. Константы диссоциации комплексов XPC-ДНК, полученные методом флуоресцентного 

титрования. 

Сродство XPC-HR23B к ДНК, содержа-

щей единичное повреждение nFlu или DEG, ока-

залось выше, чем сродство к немодифицирован-

ной ДНК. ХРС во всех проанализированных 

случаях формировал более стабильные комплек-

сы с ДНК, содержащими кластерные поврежде-

ния, чем с ДНК с одиночной вставкой nFlu или 

DEG. Изменение сродства в присутствии второ-

го повреждения (DEG) в ДНК зависело от вза-

имного расположения повреждений. При появ-

лении в nFlu-содержащем дуплексе вставки DEG 

в той же или противоположной цепи ДНК, срод-

ство ХРС к таким структурам повышалось на 5-

60% в зависимости от расположения поврежде-

ний. Увеличение сродства было характерно для серии ДНК с повреждениями в обеих це-

пях, где вставка DEG смещалась к 5'-концу цепи 2. Максимальное сродство XPC-HR23B 

проявлял к nFlu/DEG+4 ДНК. Пример графика зависимости процента ДНК, включившейся 

в состав комплекса с ХРС, от концентрации белка приведен на рис. 5. 

Пример графика зависимости процента ДНК, связанной в комплекс с ХРС, от кон-

центрации белка приведен на рис. 5. 

 

Рис.5. График зависимости процента nFlu/dG ДНК в составе комплекса от концентрации ХРС.  

Сродство ХРС к ДНК, содержащим nFlu и DEG в составе тандемного повреждения, 

было повышено на 20-25% по сравнению с его сродством к nFlu/dG ДНК. Эксцизия из 

протяженных модельных ДНК соответствующей структуры не была затруднена (раздел 

4). 

Обозначение дуп-

лекса (54 п.н., 5’-

FAM меченый) 

KD [XPC-ДНК], нМ 

(метод флуоресцентно-

го титрования) 

nFlu/dG 3,4±0,3 

nFlu/DEG-20 3,1±0,3 

nFlu/DEG-8 3,2±0,4 

nFlu/DEG-6 2,7±0,4 

nFlu/DEG-3 2,7±0,3 

nFlu/DEG0 2,3±0,3 

nFlu/DEG+4 2,1±0,2 

nFlu/DEG+6 2,3±0,2 

nFlu/DEG+8 3,0±0,3 

DEG(5)nFlu 2,8±0,3 

nFlu(5)DEG 2,7±0,2 

dC/dG 7,9±1,2 

DEG/dG 4,9±0,7 



 

12 

 

Раздел 4. Влияние структуры ДНК-субстрата на эффективность удаления объемного 

повреждения белками NER-компетентного экстракта 

Специфическая эксцизия фрагментов ДНК, содержащих повреждение, является 

ключевым этапом NER.  

Для проведения экспериментов по анализу влияния структуры ДНК на эффек-

тивность специфической эксцизии была создана серия двуцепочечных ДНК (137 п.н.), 

содержащих объемную модификацию (dC
FAB

/dG, nFlu/dG, nAnt/dG, dU
FAP

/dG, 

dC
FABG

/dG), а также набор ДНК, содержащих повреждения в обеих цепях дуплекса. 

Схемы, описывающие расположение аналогов повреждений в модельных ДНК, пред-

ставлены на рис. 2. В качестве субстрата системой NER высших эукариот может ис-

пользоваться дуплекс ДНК длиной более 120 п.н., содержащий повреждение посере-

дине, т.е. для определения субстратных свойств в процессе NER необходимо использо-

вать цепи с фланкирующими поврежденное звено областями не менее 60–70 нт (нук-

леотидов) длиной. 

При характеризации субстратных свойств модельных ДНК-дуплексы длиной 137 

п.н. инкубировали с белками NER-компетентного клеточного экстракта из клеток CHO. 

Для оценки субстратных свойств модельных ДНК был использован метод постэксцизион-

ного мечения [Evdokimov A. et al, 2013]. Эффективность NER-катализируемой эксцизии 

оценивали по уровню сигнала радиоактивной метки, которую вводили в продукты эксци-

зии с использованием ДНК-полимеразы, [α-
32

P]dCTP и специфической матрицы, компле-

ментарной участку вблизи повреждения. В качестве дополнительного контроля в образцах 

заменяли специфическую матрицу, комплементарную участку, содержащему поврежде-

ние, на «неспецифическую», последовательность которой соответствует участку цепи 2 в 

области 5’-конца, комплементарному участку цепи 1, не содержащему повреждения. По-

сле соответствующей подготовки образцов продукты реакции разделяли методом гель-

электрофореза в денатурирующих условиях. 

Субстратные свойства ДНК, содержащих одиночные повреждения 

Были созданы протяженные дуплексы (137 п.н.), содержащие одиночные объемные 

повреждения различной структуры. Модельные ДНК со вставками nFlu и nAnt, обладаю-

щие выраженными субстратными свойствами [Evdokimov A. et al., 2013], были использо-

ваны для сравнительной оценки уровня эксцизии из dC
FAB

/dG-ДНК, а также из dU
FAP

- и 

dC
FABG

-ДНК, ранее применявшиеся для создания фотоактивных зондов и аналогов суб-

стратов NER [Evdokimov A. et al., 2013; Petruseva I. et al, 2009]. При инкубации dC
FAB

/dG-, 

nFlu/dG-, nAnt/dG-, dU
FAP

/dG- и dC
FABG

/dG-ДНК с белками экстракта CHO в реакционной 

смеси появлялись продукты специфической эксцизии (рис. 6, а). Выдерживание неповре-
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жденной ДНК с белками экстракта не приводило к появлению специфических продуктов 

(рис. 6, а, 6). Количественная оценка уровней формирования продуктов специфической 

эксцизии (рис. 6, б) позволила расположить модельные ДНК по их субстратным свой-

ствам в следующий ряд: nAnt/dG > nFlu/dG ≈ dC
FAB

/dG > dC
FABG

/dG > dU
FAP

/dG. 

Рис. 6. а. Анализ субстратных 

свойств модифицированных ДНК 

(137 п.н.): dС
FAB

/dG (1), nFlu/dG (2), 

nAnt/dG (3), dU
FAР

/dG (4), dC
FABG

/dG 

(5) и нмDNA (6). Реакционные сме-

си, содержавшие 2,3 мг/мл белков 

экстракта CHO и 20 нМ ДНК в 

1×NER-буфере (25 мМ Tris-HCl (pH 

7,8), 45 мМ NaCl, 4,4 мМ MgCl2, 

0,02 мМ ЭДТА, 0,8 мМ ATP), инку-

бировали 45 мин при 30°. Радиоак-

тивную метку в продукты эксцизии 

вводили с использованием Taq-

полимеразы и [α-
32

P]dCTP. Для раз-

деления продуктов был использован 

электрофорез в 10%-ном ПААГ в денатурирующих условиях; б – график зависимости эффективности 

специфической эксцизии от типа ДНК-субстрата: dС
FAB

/dG (1), nAnt/dG (2), nFlu/dG (3), dU
FAР

/dG (4), 

dC
FABG

/dG (5), эффективность эксцизии из dC
FAB

/dG-ДНК была принята за 1; в – радиоавтограф геля по-

сле разделения продуктов эксцизии из модельных ДНК (137 п.н.): dС
FAB

/dG (1), nFlu/nFlu+4 (2), nFlu/nFlu–

3 (3), nAnt/nFlu+4 (4), nAnt/nFlu–3 (5), dС
FAB

/Flu+4 (6), dС
FAB

/nFlu–3 (7), немодифицированная ДНК (8). 

Таким образом, модельное повреждение dC
FAB

 распознавалось и удалялось из 

ДНК с высокой эффективностью, близкой к эффективности nAnt/dG- и nFlu/dG ДНК. 

При этом эффективность специфической эксцизии из dC
FABG

- и dU
FAP

/dG ДНК была 

заметно ниже. 

Фотоактивируемое производное dC
FAB

 было использовано для создания ДНК-

зондов различной структуры. Проведена серия экспериментов по фотопришивке белка 

XPC и белков различных экстрактов к полученным зондам [Lukianchikova N., 2016] (ре-

зультаты не приводятся в данной работе). 

Мы предполагаем, что выраженные субстратные свойства модельного повре-

ждения dC
FAB

 по сравнению с другими объемными повреждениями, dC
FABG

 и dU
FAP

, 

обусловлены эффективным взаимодействием поврежденного звена на стадии верифи-

кации с одной из субъединиц фактора TFIIH, АТР-зависимой 5’à3’ хеликазой XPD. 

Анализ кристаллических структур архейных аналогов XPD, а также изучение взаимо-

действия мутантных белков XPD человека с поврежденной ДНК показали, что оконча-
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тельная верификация субстрата происходит при контакте звеньев поврежденной цепи с 

особой структурой («карманом»). Эта структура находится на поверхности XPD вблизи 

выхода из «туннеля» (поры) в глобуле белка, через который в процессе верификации 

проходит модицированная цепь ДНК. Полученные к настоящему с использованием ре-

комбинантного белка XPD Caetomium termophilum (Ct) и набора частичных дуплексов с 

выступающим 5’-концом результаты свидетельствуют о том, что XPD Ct, как и XPD 

человека, останавливается (ее АТР-зависимая активность падает) при взаимодействии с 

ДНК, содержащими объемные повреждения (Mathieu A., et al., 2010). 

Линкерный фрагмент повреждения dC
FAB

, связывающий С5 азотистого основа-

ния с плоским фторазидобензоильным кольцом, содержит жесткий элемент (тройная 

связь) (рис. 1). Возможно, такая химическая структура повреждения обеспечивает бо-

лее эффективные контакты dC
FAB

 с сенсорным карманом XPD, чем, например, структу-

ра dU
FAP

, включающая гибкий протяженный линкерный фрагмент. 

В дальнейшем мы планируем провести ряд экспериментов фотопришивке бел-

ков NER к радиоактивным зондам, содержащим dC
FAB

, dU
FAP

, dC
FABG

 и другие аналоги 

повреждений, для оценки вклада разных стадий процесса NER (инициации, верифика-

ции повреждения) в наблюдаемую экспериментально разницу в эффективности эксци-

зии. 

Субстратные свойства ДНК, содержащих объемные повреждения в обеих це-

пях дуплекса 

Были проанализированы субстратные свойства ДНК, содержащих объемные по-

вреждения в обеих цепях дуплекса, расположенных на разном расстоянии друг от друга. В 

данной серии экспериментов было использовано три модельных объемных повреждения: 

nAnt, dC
FAB 

и nFlu. Были созданы ДНК, содержащие nAnt или dC
FAB

 в цепи 1, и второе 

объемное повреждение, вставку nFlu, в цепи 2, расположенную на расстоянии до 20 нт от-

носительно повреждения верхней цепи в направлении 5’- или 3’-конца. Схемы, описыва-

ющие расположение кластерных повреждений в модельных ДНК, приведены на рис. 2. 

Эффективность эксцизии dC
FAB

-содержащих фрагментов из 137-звенных ДНК с 

двумя повреждениями, расположенными на расстоянии до 4 нт в обеих цепях (dC
FAB

/nFlu-

3,dC
FAB

/nFlu0, dC
FAB

/nFlu+4), была низкой (менее 10% от уровня эксцизии из dC
FAB

/dG 

ДНК) (рис. 6в, 7). При увеличении расстояния между объемными повреждениями эффек-

тивность эксцизии dC
FAB

-содержащего фрагмента из цепи 1 значительно повышалась: 

dC
FAB

/dG ДНК и ДНК, содержащие nFlu в позициях -20, -10 и +8, оказались одинаково 

эффективными субстратами (рис. 7). 



 

15 

 

 

Рис. 7. Относительные эффективности удаления nAnt- и dC
FAB

-содержащих фрагментов из состава 

ДНК-дуплексов. При расчетах эффективность эксцизии dC
FAB

-содержащего фрагмента из dC
FAB

/dG ДНК 

принята за 1. 

Аналогичным образом были оценены субстратные свойства ДНК, содержащих по-

вреждение nAnt в цепи 1 и вставку nFlu в положениях -20, -10, -3, 0, +4 и +8 комплемен-

тарной цепи. Инкубация с белками экстракта ДНК nAnt/nFlu-3(+4) не приводила к появле-

нию детектируемого количества продуктов специфической эксцизии (рис. 6в, 7). Эффек-

тивность удаления nAnt-содержащих фрагментов из ДНК с двумя повреждениями 

nAnt/nFlu-20, nAnt/nFlu-10 и nAnt/nFlu+8 не превышала 20% от эффективности эксцизии из 

содержащей nAnt в качестве одиночного повреждения, nAnt/dG-ДНК (рис. 7).  

Таким образом, второе объемное повреждение nFlu в позициях комплементарной 

цепи, находящихся напротив позиций -20, -10, 0 или +8, по-разному влияет на способ-

ность к удалению из ДНК фрагментов, содержащих dC
FAB

 или nAnt. Появление nFlu в по-

зициях второй цепи ДНК, отстоящих от dC
FAB

 более чем на 9 звеньев с 5'-стороны и на 7 

звеньев с 3'-стороны, не приводит к снижению эффективности удаления dC
FAB

. Только в 

случае dC
FAB

/nFlu-3(0)(+4)-ДНК происходит 90%-ное подавление удаления dC
FAB 

(рис. 7). 

При этом введение nFlu в позиции -3 и +4 модельных nAnt/nFlu-3(+4)/dG ДНК полностью 

подавляло удаление nAnt из верхней цепи. Представляется маловероятным, что различия 

во влиянии nFlu на удаление повреждений из dC
FAB

- или nAnt-содержащих цепей вызваны 

различиями в субстратных свойствах каждого отдельного повреждения. Известно, что на 

эффективность удаления объемных повреждений системой NER влияет присутствие и 

расположение в поврежденной ДНК участков с нарушенными или ослабленными водо-

родными связями [Sugasawa K. et al., 2001; Sugasawa K. et al., 2009; Camenisch U., et al., 

2009; Petruseva I. et al., 2014;]. 

Пониженная термостабильность дуплексов с двумя модификациями (таблица 4), а 

также повышенное сродство XPC−HR23B (таблица 2), свидетельствуют о наличии в 

dC
FAB

/nFlu и nAnt/nFlu ДНК таких дестабилизированных участков. Наши эксперименты не 

выявили, однако, прямой корреляции между термостабильностью дуплексов, их способ-
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ностью к связыванию ХРС и уровнем субстратных свойств ДНК. Это указывает на суще-

ственный вклад деталей структурной организации ДНК-субстратов. А именно, эффектив-

ность удаления повреждения системой NER в значительной степени зависит от располо-

жения участков дестабилизации относительно повреждения, а также от структуры самих 

повреждений. 

Субстратные свойства ДНК, содержащих объемное повреждение и аналог АР-

сайта в составе кластера  

Были созданы модельные ДНК c объемным повреждением nFlu в составе двуце-

чочечного или тандемного кластерного повреждения со вставкой на основе DEG. Струк-

туры повреждений и их расположение в молекулах ДНК представлены на рис. 1 и 2. 

Было показано, что в присутствии DEG в позициях -3. 0, +4 комплементарной цепи 

NER-катализируемая эксцизия nFlu полностью подавлена, а в позициях +6 и -6 – снижена 

на 50-60% (рис. 8 а, б, рис. 9а). Расположение DEG в более дальних позициях (-20, -10, +8 

комплементарной цепи) не оказывало значительного влияния на эффективность эксцизии. 

При этом сродство ХРС к ДНК, содержащим кластерные повреждения, во всех проанали-

зированных случаях было слегка повышено по сравнению с nFlu/dG ДНК (раздел 3). Та-

ким образом, сродство XPC к некоторым ДНК, содержащим двуцепочечные кластерные 

повреждения (позиции DEG -6… + 6 в цепи 2) находится в обратной зависимости с эф-

фективностью процесса NER. В то же время эксцизия из ДНК, содержащих два поврежде-

ния (nFlu и DEG), разделенные 5 нт звеньями, в одной цепи, не была затруднена (рис. 8 в, 

рис.9 б). 
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Рис. 8. Радиоавтографы гелей после разделения радиоактивно меченых продуктов реакции спе-

цифической эксцизии методом электрофореза в денатурирующих условиях (10% ПААГ, 7 М мочевина). 

Реакционные смеси, содержащие 20 нМ ДНК (137 п.н.), 500 нМ специфическую или неспецифическую 

матрицу, 1,2 мг/мл белков экстракта клеток СНО в буфере для NER, инкубировали 6 или 12 мин при 

30°C. Продукты специфической эксцизии были радиоактивно помечены с помощью α-[
32

P]-dCTP и Taq 

ДНК полимеразы. Меченые по 5’-концу олигонуклеотиды были использованы как маркеры длины (34 и 

30 нт). 

a). Сравнение субстратных свойств nFlu/dG, nFlu/DEG-3, nFlu/DEG-6 и nFlu/DEG+6 ДНК. 

б). Сравнение субстратных свойств nFlu/dG, nFlu/DEG-3, nFlu/DEG+4 и nFlu/DEG0 ДНК. 

в). Сравнение субстратных свойств nFlu/dG, nFlu(5)DEG и DEG(5)nFlu ДНК. 

 

Рис. 9 а, б. Зависимость накопления продуктов специфической эксцизии от времени инкубации. 

Эффективность эксцизии из nFlu/dG ДНК при инкубации в течение 12 мин была взята за 1. 
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Для ряда дуплексов dC
FAB

/nFlu-3(0)(+4) не было выявлено прямой корреляции меж-

ду термостабильностью ДНК, способностью к связыванию ХРС и уровнем их суб-

стратных свойств. Детали структурной организации ДНК-субстратов, в частности, то, 

как участки дестабилизации расположены относительно повреждения, а также структу-

ры самих повреждений оказывают существенное влияние на эффективность удаления 

повреждений системой NER [Liu Z. et al., 2015; Hilton B. et al., 2016]. Пониженная тер-

мостабильность дуплексов с двумя модификациями (таблица 2), а также повышенное 

сродство XPC−HR23B (таблица 3), указывают на наличие в dC
FAB

/nFlu nAnt/nFlu ДНК 

участков дестабилизации. Данные экспериментов с использованием модельных ДНК, 

содержащих dC
FAB

, согласуются с представлением о том, что система NER высших 

млекопитающих различает повреждения на основе многих критериев, что определяется 

механизмами последовательно происходящих процессов узнавания поврежденного 

участка и верификации поврежденного звена. 

Наблюдаемое предпочтение XPC в связывании ДНК, содержащих вставку nFlu в со-

ставе кластерного повреждения, может обеспечиваться наличием в ДНК участков со сни-

женной термостабильностью, возникающих в результате взаимодействия объемной флуо-

ресценильной группы nFlu с окружающей ДНК [Evdokimov A. et al., 2018]. 

Для ряда ДНК, содержащих кластеры, выявлена обратная корреляция между срод-

ством ХРС к данным структурам и их сниженными субстратными свойствами. Это может 

указывать на то, что из-за структурных особенностей участка ДНК вблизи объемного по-

вреждения ХРС не удается сформировать продуктивные комплексы, что приводит к по-

следующему подавлению эксцизии. Низкая эффективность NER, наблюдающаяся при 

расположении повреждения в определенном ДНК-контексте может быть связана с увели-

чением локальной стабилизации структуры ДНК за счет стэкинг-взаимодействий между 

повреждением и окружающими основаниями ДНК. Сильные стэкинг-взаимодействия 

ароматических колец объемного повреждения с окружающими азотистыми основаниями 

ДНК (при отсутствии комплементарной пары) или с повреждением противоположной це-

пи могут мешать ХРС осуществить корректное распознавание повреждения, препятствуя 

инсерции β-шпильки и выворачиванию повреждения из спирали, таким образом, ингиби-

руя процесс NER. 

На основании полученных экспериментальных данных были выбраны ДНК длиной 

54 п. н. (nFlu/dG, nFlu/DEG0, nFlu/DEG-6 и немодифицированная ДНК) для проведения 

компьютерного моделирования их структуры методом молекулярной динамики. Для од-

ной из них, nFlu/DEG0, был характерен крайне низкий уровень NER-катализируемой экс-

цизии (рис. 8 б). Уровень сродства XPC к nFlu/DEG0 ДНК был сравнительно высок (таб-
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лица 4). Как показало моделирование молекулярной динамики, между nFlu и DEG в со-

ставе этой ДНК существуют сильные стэкинг-взаимодействия, что, как уже отмечено, за-

трудняет корректное связывание XPC.  

Повреждения, для которых характерна устойчивость к NER-катализируемой эксцизии 

в сочетании повышенным сродством ХРС к таким структурам, будут накапливаться в 

клетке, вовлекая все большее число молекул ХРС и других белков NER в процесс форми-

рования непродуктивных комплексов. При этом эффективность работы данной системы 

репарации и других путей метаболизма ДНК будет снижаться [Le May N. et al., 2010]. 

Полученные экспериментальные данные вместе с результатами моделирования моле-

кулярной динамики вносят вклад в понимание механизмов репарации содержащих объем-

ные аддукты кластерных повреждений разной топологии в клетках млекопитающих. 

Заключение. 

Система репарации NER играет важнейшую роль в поддержании стабильности ге-

нома и обеспечении низких темпов канцерогенеза в клетках высших эукариот. Для этой 

системы характерна широчайшая субстратная специфичность – NER удаляет поврежде-

ния, возникающие в результате воздействия ультрафиолетового излучения, химиотерапев-

тических агентов, а также канцерогенов окружающей среды. При этом скорости, с кото-

рыми система NER удаляет повреждения, могут различаться на порядки. 

Основная научная задача данного исследования заключалась в изучении свойств 

ДНК, содержащих объемные повреждения в составе кластеров (множественных повре-

ждений ДНК) как субстратов для системы NER. Кластерные повреждения ДНК могут 

возникать при интенсивном комбинированном воздействии повреждающих факторов: 

например, ионизирующего излучения и химиопрепаратов, а также при нарушении процес-

сов репарации ДНК. Для разработки новых методов профилактики и лечения онкологиче-

ских заболеваний необходимо глубокое понимание механизмов удаления повреждений, в 

том числе кластерных, системой NER в клетках млекопитающих. 

В данной работе был создан ряд модельных ДНК с различной архитектурой, в том 

числе, ДНК, содержащие объемные повреждения в кластерах с различным составом и с 

взаимным расположением повреждений. Проведено систематическое экспериментальное 

исследование свойств модельных ДНК, в результате которого обнаружены закономерно-

сти, определяющие эффективность элиминации объемных повреждений из состава кла-

стеров. Выявлены характерные для разных типов повреждений интервалы позиций проти-

воположной цепи ДНК, расположение в пределах которых дополнительных повреждений 

подавляет NER-катализируемую эксцизию. 
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Результаты выполненного компьютерного моделирования ДНК указывают на 

структурные причины, связанные с наблюдаемым подавлением эксцизии. А именно, зна-

чительное подавление NER-катализируемой эксцизии характерно для дуплекса,  

повреждения в составе которого вступают между собой в стэкинг-взаимодействия. 

Экспериментальные данные в совокупности с результатами компьютерного моде-

лирования ДНК позволяют проанализировать процесс репарации кластерных поврежде-

ний ДНК в клетках млекопитающих и оценить зависимость скорости удаления объемного 

повреждения в составе кластера от структуры и взаимного расположения повреждений.  

Полученные результаты вносят вклад в понимание механизмов репарации кластер-

ных повреждений разной топологии в клетках млекопитающих и дополняют литератур-

ные данные по этой проблематике. 
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ВЫВОДЫ. 

1. Новое объемное модельное повреждение, dC
FAB

, эффективно распознается и 

удаляется белками NER из ДНК. Эффективность эксцизии других проанализи-

рованных фотоактивируемых аналогов повреждений, dC
FABG

 и dU
FAP

, значи-

тельно ниже. 

2. Сродство ХРС ко всем проанализированным в данной работе ДНК, содержащим 

повреждения, выше, чем к немодифицированной ДНК. Для всех проанализиро-

ванных структур появление второго повреждения (вставки nFlu) в противопо-

ложной цепи дуплекса приводило к увеличению сродства ХРС к данной струк-

туре. 

3. ДНК, содержащие близко расположенные объемные повреждения в обеих компле-

ментарных цепях представляют собой трудно репарируемые или нерепарируемые 

структуры. При увеличении расстояния между объемными повреждениями ДНК в 

составе кластера эффективность процесса NER варьирует в зависимости от их 

структуры и взаимного расположения. 

NER-катализируемая эксцизия объемного повреждения снижается в присутствии в 

комплементарной цепи ДНК аналога AP-сайта (вставки на основе DEG), если рас-

стояние между повреждениями меньше 6 п.н. Расположение аналога АР-сайта в 

более дальних позициях комплементарной цепи не оказывает значительного влия-

ния на эффективность эксцизии фрагмента, содержащего объемное повреждение. 

Сродство XPC к ряду ДНК, содержащих объемное повреждение и аналог АР-сайта 

в составе двуцепочечного кластера, обратно коррелирует с эффективностью про-

цесса NER. 

4. Для ряда ДНК, содержащих объемные повреждения в обеих цепях дуплекса, выяв-

лено отсутствие прямой корреляции между термостабильностью дуплексов, их 

способностью к связыванию ХРС, а также уровнем субстратных свойств ДНК. 

5. Результаты выполненного компьютерного моделирования ДНК, содержащих объ-

емное повреждение и аналог АР-сайта в составе двуцепочечного кластера, указы-

вают на структурные причины, связанные с наблюдаемым подавлением эксцизии. 

А именно, значительное подавление NER-катализируемой эксцизии характерно для 

дуплекса, повреждения в составе которого вступают между собой в стэкинг-

взаимодействия. Полученные данные позволяют проанализировать процесс репа-

рации кластерных повреждений ДНК в клетках млекопитающих и оценить зависи-

мость скорости удаления объемного повреждения в составе кластера от структуры 

и взаимного расположения повреждений. 
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