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ВВЕДЕНИЕ 

 

 

 

     Актуальность темы исследования. Под действием экзо- и эндогенных факторов в ДНК 

каждой живой клетки ежедневно образуются десятки тысяч повреждений. В отличие от других 

биомолекул (РНК, белков, липидов и т.д.), повреждённая ДНК не подлежит замене, и по этой 

причине сохранность её структуры полностью зависит от процесса репарации (исправления 

повреждений). Кумулятивный эффект повреждений, которые не могут восстановить системы 

репарации ДНК, является одним из основных факторов старения и онкотрансформации клеток 

[1]. В клетках млекопитающих функционирует несколько систем репарации ДНК, 

специализированных для исправления повреждений ДНК различной природы. Одним из 

важнейших путей репарации ДНК является эксцизионная репарация оснований (base excision 

repair, BER). С помощью этого механизма исправляется основной массив повреждений, 

возникающих вследствие оксидативного стресса, – модификации азотистых оснований, 

апуриновые/апиримидиновые (AP-) сайты и однонитевые разрывы молекулы ДНК.  

     Изучение фундаментальных принципов репарации ДНК и её регуляции на протяжении 

многих лет привлекает внимание исследователей как основа для разработки новых подходов к 

лечению онкологических заболеваний [2,3]. Большинство стратегий противоопухолевой 

терапии нацелено на повреждение ДНК раковых клеток, поэтому значительное повышение 

эффективности лечения достигается за счёт комбинации генотоксических агентов с 

ингибиторами ключевых ферментов репарации [4]. Основной проблемой при терапии рака 

является развитие химиорезистентности клеток опухоли. Одной из её причин может быть 

активация регуляторных систем репарации ДНК, которые во многом не изучены. Понимание 

молекулярных механизмов этих процессов и их роли в развитии химиорезистентности 

представляет необходимую фундаментальную базу для разработки новых эффективных 

стратегий терапии онкологических заболеваний. 

     Ключевым механизмом регуляции системы BER и мишенью противоопухолевой терапии 

является процесс поли(АДФ-рибозил)ирования, катализируемый ферментом поли(АДФ-

рибоза)-полимеразой 1 (PARP1). Считается, что синтез РНК-подобного полимера поли(АДФ-

рибозы) (PAR), индуцируемый повреждением ДНК, необходим для регуляции BER на 

различных этапах репарации повреждения. Кроме того, в настоящее время рассматриваются 

другие возможные механизмы регуляции, и предполагается участие в этом процессе 

неканонических белков. Один из таких белков – мультифункциональный Y-бокс-связывающий 

белок 1 (YB-1). К началу выполнения данной работы знания о роли YB-1 в регуляции BER 
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были достаточно ограниченными. Так, было показано, что имеющий в норме 

цитоплазматическую локализацию YB-1 способен переходить в ядро при генотоксическом 

воздействии на клетки [5]. В некоторых случаях индуцированная генотоксическим стрессом 

транслокация YB-1 была связана с посттрансляционными модификациями этого белка – 

фосфорилированием по Ser102 [6] или частичным протеолизом 20S протеасомой с 

образованием специфичной ядерной формы YB-1 – YB-1(1-219) [7-9]. При этом роль YB-1 и 

его ядерной локализации в ответе клетки на повреждение ДНК оставалась неясной. Считалось, 

что основные функции YB-1 в ядре сопряжены с его участием в регуляции транскрипции 

[10,11]. В пользу возможной роли YB-1 в регуляции репарации ДНК свидетельствовало то, что 

этот белок обладает повышенным сродством к повреждённой ДНК по сравнению с 

неповреждённой [12], а также способен физически взаимодействовать с рядом белков 

репарации, модулируя их активность [12-17]. Практически отсутствовала информация о 

возможном участии YB-1 в процессе поли(АДФ-рибозил)ирования. Единственным фактом, 

указывающим на функциональную взаимосвязь YB-1 и PARP1, была идентификация YB-1 

среди белков, взаимодействующих с поли(АДФ-рибозой) [18].  

     В настоящей работе нами была исследована роль белка YB-1 в регуляции активности ряда 

ферментов BER (APE1, NEIL1 и pol β), а также участие YB-1 в реакции синтеза поли(АДФ-

рибозы), катализируемой PARP1. Было установлено, что YB-1 способен не только 

образовывать белок-белковые взаимодействия с ферментами системы BER, но и оказывать 

непосредственное влияние на активность этих белков. Была открыта новая посттрансляционная 

модификация YB-1, которая может происходить в условиях ДНК-повреждающего воздействия. 

Получены данные об участии YB-1 в регуляции активности PARP1 на различных этапах 

процесса поли(АДФ-рибозил)ирования. На основании полученных результатов предложены 

возможные молекулярные механизмы, лежащие в основе химиорезистентности клеток, 

сверхэкспрессирующих YB-1. 

 

     Цель и задачи исследования. Целью настоящей работы было исследование роли 

мультифункционального белка YB-1 в механизмах эксцизионной репарации оснований ДНК 

(BER). В ходе работы планировалось решить следующие задачи: 

1) определить роль YB-1 в непосредственной регуляции активностей ферментов BER; 

2) исследовать функции YB-1 в ключевой регуляторной системе BER – процессе поли(АДФ-

рибозил)ирования, катализируемом ферментами PARP1 и PARP2. 

 

     Научная новизна полученных результатов. В рамках работы зарегистрированы и 

количественно охарактеризованы физические взаимодействия многофункционального белка 
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YB-1 с рядом ферментов системы BER. Показана способность белка YB-1 напрямую 

регулировать процесс репарации AP-сайтов в ДНК: YB-1 стимулирует расщепление AP-сайтов, 

расположенных в ДНК-дуплексах, и ингибирует расщепление AP-сайтов, локализованных в 

однонитевых фрагментах ДНК. Также в работе впервые показано взаимодействие белка YB-1 с 

ключевым регуляторным белком системы BER – ферментом PARP1. Открыта новая 

посттрансляционная модификация YB-1 – поли(АДФ-рибозил)ирование, катализируемое 

PARP1 в присутствии повреждённой ДНК. Впервые показано, что YB-1 способен формировать 

гетеромерные комплексы с PARP1 и ДНК, регулируя активность этого фермента на начальных 

этапах реакции поли(АДФ-рибозил)ирования. В том числе, показано, что белок YB-1 

выраженно стимулирует синтез PAR и может влиять на эффективность действия ингибиторов 

PARP1. Кроме того, на основании полученных результатов предложен возможный механизм 

влияния YB-1 на активность PARP1. В частности, установлено, что синтез PAR индуцирует 

диссоциацию комплексов YB-1-ДНК и нековалентное связывание YB-1 с полимерами PAR, 

которое способствует увеличению времени жизни каталитически компетентного комплекса 

PARP1 с повреждённой ДНК и защищает полимер PAR от деградации поли(АДФ-рибоза)-

гликогидролазой (PARG). Наконец, в работе впервые показана возможность регуляции реакции 

поли(АДФ-рибозил)ирования продуктом реакции (PAR) в присутствии YB-1. 

 

     Практическая значимость. Два десятилетия назад была обнаружена зависимость 

повышенного уровня YB-1, его ядерной локализации и развития опухолевого фенотипа клеток 

[19]. Эти изменения достигают максимума в агрессивных опухолях, устойчивых к 

химиопрепаратам и на последних стадиях заболевания настолько ярко выражены, что YB-1 

предложен в качестве молекулярного маркёра диагностики определённых типов рака (в 

частности, рака молочной железы) [20]. Согласно многочисленным данным, белок YB-1 

снижает чувствительность клеток опухоли к химиопрепаратам различных классов, значительно 

снижая вероятность излечения без рецидивов [21].  

     Результаты, полученные автором, имеют высокий потенциал для понимания механизмов 

химиорезистентности клеток опухолей при лечении онкологических заболеваний.  Установлено 

непосредственное участие онкобелка YB-1 и его ядерной формы YB-1(1-219) в регуляции 

активностей ферментов BER, что может играть важную роль в выживаемости раковых клеток в 

условиях химио- и радиотерапии. В настоящей работе показано, что YB-1 является эффектором 

PARP1, способным интерферировать с действием ингибитора PARP1 олапариба, используемого 

в клинике.  

 

     Основные положения, выносимые на защиту. 
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1. YB-1 взаимодействует с ферментами APE1, NEIL1, pol β, PARP1 и PARP2. Величины 

констант, характеризующие прочность белок-белковых комплексов, указывают на 

формирование им слабых взаимодействий, свойственных регуляторным белкам. 

2. YB-1 стимулирует активность APE1 и NEIL1 по отношению к AP-сайтам в ДНК-дуплексах и 

ингибирует расщепление этими ферментами AP-сайтов, локализованных в однонитевых 

фрагментах ДНК. YB-1 также взаимодействует с pol β, ингибируя dRP-лиазную активность 

фермента. 

3. YB-1 формирует гетеромерный комплекс с PARP1 и повреждённой ДНК, выступая в 

качестве преимущественной мишени для ковалентной модификации молекулой поли(АДФ-

рибозы) и регулируя активность PARP1. Взаимодействия YB-1 и PARP1 внутри комплекса на 

начальных этапах реакции регулируются стехиометрией YB-1:ДНК, а также структурой ДНК.  

4. YB-1 стимулирует синтез поли(АДФ-рибозы) и понижает эффективность действия 

ингибиторов PARP1 различной природы. YB-1 способен стимулировать активность PARP1 в 

отсутствие ионов Mg2+, для чего необходим его C-концевой домен. 

5. YB-1 обладает высоким сродством к полимеру PAR. Синтез поли(АДФ-рибозы) индуцирует 

диссоциацию комплексов YB-1-ДНК и локализацию YB-1 на молекулах PAR. Нековалентное 

связывание поли(АДФ-рибозы) белком YB-1 способствует увеличению времени пребывания 

PARP1 в каталитически активном комплексе с ДНК и защищает PAR от деградации поли(АДФ-

рибоза)-гликогидролазой (PARG). 

6. Продукт реакции, поли(АДФ-рибоза), в присутствии YB-1 может выступать в качестве 

регулятора процесса поли(АДФ-рибозил)ирования. 

 

     Апробация работы и публикации. По материалам работы опубликовано 6 статей, 

результаты работы были представлены на 9 международных и российских конференциях: 

 

1) Pestryakov P., Zharkov D. O., Grin I., Fomina E., Kim E. R., Hamon L., Eliseeva I. A.,  Petruseva 

I. O., Curmi P. A., Ovchinnikov L. P., Lavrik O. I. Effect of the multifunctional proteins RPA, YB-1 

and XPC repair factor on AP-site cleavage by DNA glycosylase NEIL1 // J. Mol. Recognit. – 2012. – 

V. 25 (4). – P. 224–233. 

2) Fomina E. E., Pestryakov P. E., Kretov D. A., Zharkov D. O., Ovchinnikov L. P., Curmi P. A., 

Lavrik O. I. Inhibition of abasic site cleavage in bubble DNA by multifunctional protein YB-1 // J. 

Mol. Recognit. – 2015. – V. 28 (2). – P. 117–123. 

3) Alemasova E. E., Pestryakov P. E., Sukhanova M. V., Kretov D. A., Moor N. A., Curmi P. A., 

Ovchinnikov L. P., Lavrik O. I. Poly(ADP-ribosyl)ation as a new posttranslational modification of 

YB-1 // Biochimie. – 2015. – V. 119. – P. 36–44. 
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4) Alemasova E. E., Moor N. A., Naumenko K. N., Kutuzov M. M., Sukhanova M. V., Pestryakov P. 

E., Lavrik O. I. Y-box-binding protein 1 as a non-canonical factor of base excision repair // Biochim. 

Biophys. Acta. – 2016. – 1864 (12). – P. 1631-1640. 

5) Алемасова Е. Э., Лаврик О. И. На стыке трёх нуклеиновых кислот: роль РНК-связывающих 

белков и поли(АДФ-рибозы) в репарации ДНК // Acta Naturae. – 2017. – Т. 9 (2). – С. 4–16. 

6) Алемасова Е. Э., Науменко К. Н., Моор Н. А., Лаврик О. И. Y-бокс-связывающий белок 1 

как стимулятор расщепления апуриновых/апиримидиновых сайтов в ДНК // Биохимия. – 2017. – 

Т. 82 (12). – С. 1898–1906. 

7) Alemasova E. E., Pestryakov P. E., Lavrik O. I. Contribution of multifunctional protein YB-1 in the 

BER pathway during oxidative DNA lesions repair // FEBS Journal. – 2014. – V. 281 (Suppl.1). – P. 

714 (постерный доклад). Представлен на конференциях 14th YSF 27-30.08.2014 и FEBS EMBO 

2014 30.08.-4.09.2014 Paris, France. 

8) Alemasova E. E., Pestryakov P. E., Kretov D. A., Curmi P. A., Lavrik O. I. Interaction of BER 

factors with pleiotropic protein YB-1 in oxidative clustered DNA lesions repair // P. 11 (устный 

доклад). Представлен на конференции VII International Meeting From Molecular to Cellular Events 

in Human Pathologies 17-20.09.2014 Riga, Latvia. 

9) Alemasova E. E., Pestryakov P. E., Moor N. A., Zharkov D. O., Kretov D. A., Lavrik O. I. 

Multifunctional protein YB-1 as a potential regulator of the DNA clustered lesions repair // P. 34 

(устный доклад). Представлен на конференции The Fourth Meeting of the CNRS Laboratoire 

International Associé NUCPROT 23-25.06.2015 Новосибирск, Россия. 

10) Алемасова Е. Э., Пестряков П. Е., Моор Н. А., Лаврик О. И. Мультифункциональный белок 

YB-1 в репарации кластерных повреждений ДНК // С. 176 (устный доклад) VII Российский 

симпозиум «Белки и пептиды» 12-17.07.2015 Новосибирск, Россия. 

11) Alemasova E. E., Pestryakov P. E., Naumenko K. N., Moor N. A., Lavrik O. I. Y-box-binding 

protein 1 as a non-canonical factor of DNA repair // P. 107 (постерный доклад + короткое устное 

сообщение). Представлен на конференции 10th Quinquennial Conference on Responses to DNA 

damage: from molecule to desease 17-22.04.2016 Egmond aan Zee, the Netherlands. 

12) Алемасова Е. Э., Пестряков П. Е., Науменко К. Н., Моор Н. А., Лаврик О. И. 

Мультифункциональный Y-box-связывающий белок 1 как неканонический фактор репарации 

ДНК // С. 164 (устный доклад). Представлен на Международной конференции «Химическая 

биология-2016», посвященной 90-летнему юбилею академика Д.Г.Кнорре 24-29.07.2016 

Новосибирск, Россия. 

13) Alemasova E. E., Moor N. A., Naumenko K. N., Pestryakov P. E., Lavrik O. I. The functional 

interactions of pleiotropic protein YB-1 with key base excision repair factors // P. 29 (устный 



12 
 

доклад). Представлен на конференции The Tenth International Conference on Bioinformatics of 

Genome Regulation and Structure\Systems Biology 29.08.-2.09.2016 Новосибирск, Россия. 

14) Alemasova E. E., Naumenko K. N., Pestryakov P. E., Lavrik O. I. Production and purification of 

recombinant analog of Y-box binding protein // P. 51 (устный доклад). Представлен на 

конференции 25th Wilhelm Bernard Workshop on the cell nucleus 19-22.06.2017 Нижний 

Новгород, Россия. 

15) Alemasova E. E., Naumenko K. N. , Lavrik O. I. YB-1: a PARamount regulator // FEBS Journal. 

– 2017. – V. 284 (Suppl.1). –  P. 73 (устный и постерный доклады). Представлен на конференции 

42nd FEBS Congress 10-14.09.2017 Jerusalem, Israel. 

 

     Личный вклад автора. Представленные в диссертационной работе экспериментальные 

данные получены лично автором, либо при его непосредственном участии на всех этапах 

исследований, включая планирование и проведение экспериментов, обработку, оформление и 

публикацию результатов. Плазмиды для выделения рекомбинантных аналогов 

полноразмерного YB-1 и его ядерной формы сконструированы К. Н. Науменко. Выделение и 

очистка рекомбинантных белков YB-1 и YB-1(1-219) проведены совместно с К. Н. Науменко. 

Эксперименты по определению количественных характеристик взаимодействия YB-1 с APE1 и 

N∆35-APE1 выполнены Н. А. Моор. Исследование физических взаимодействий YB-1 и YB-1(1-

219) с белками BER проведено совместно с Н. А. Моор. Данные с использованием метода 

флуоресцентной спектроскопии получены совместно с Т. А. Кургиной. Эксперимент по 

исследованию взаимодействий YB-1 и PARP1 в режиме реального времени (рис. 33А), 

«реактивации» PARP1 (рис. 42А) и влиянию поли(АДФ-рибозы) на модификацию PARP1 и YB-

1 (рис. 43) выполнены совместно с К. Н. Науменко.  
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Глава 1. ЭКСЦИЗИОННАЯ РЕПАРАЦИЯ ОСНОВАНИЙ ДНК ЭУКАРИОТ 

И ЕЁ РЕГУЛЯЦИЯ (ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ) 

 

 

 

     В отличие от систем регуляции эксцизионной репарации нуклеотидов (NER) или репарации 

двунитевых разрывов ДНК, молекулярные механизмы, обеспечивающие эффективность и 

точность процесса эксцизионной репарации оснований ДНК (BER), на настоящий момент 

изучены мало. 

     Предполагается, что регуляция BER происходит на нескольких уровнях, начиная от 

экспрессии генов и заканчивая посттрансляционными модификациями белков. Принимая во 

внимание тот факт, что ни один из известных механизмов регуляции сам по себе не способен 

модулировать активность всей системы BER, авторы [2] предложили гипотезу, согласно 

которой конечным результатом комбинации этих механизмов является динамическая 

локализация белков BER в компартмент, содержащий повреждённую ДНК. Несомненный 

интерес представляет тот факт, что данная идея была выдвинута по отношению к BER 

Saccharomyces cerevisiae [2] – одному из немногих представителей эукариот, у которого 

отсутствует активность поли(АДФ-рибоза)-полимеразы (PARP) [22]. Продукт активности этого 

фермента – поли(АДФ-рибоза) (PAR) – является уникальной регуляторной молекулой процесса 

BER. РНК-подобный полимер АДФ-рибозы вовлечён практически во все известные механизмы 

регуляции BER у эукариот и, в том числе, служит для привлечения ферментов репарации к 

сайту повреждения в ДНК. Согласно наиболее современным представлениям, синтез PAR в 

сайте повреждения ДНК локально изменяет физические свойства нуклеоплазмы, способствуя 

динамичной компартментализации клетки без участия мембран [23]. Как было показано, 

важную роль в этом процессе играют РНК-связывающие белки (RBP), вовлечённые в 

метаболизм РНК на различных этапах [23]. В последние годы RBP привлекают всё большее 

внимание исследователей как важнейшие участники поддержания геномной стабильности. 

Интересно, что среди всех систем репарации наибольшую сопряжённость с метаболизмом РНК 

демонстрирует именно BER. Таким образом, класс РНК-связывающих белков является 

привлекательным полем для идентификации новых регуляторных факторов этой системы 

репарации ДНК. 
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1.1. Основная схема процесса эксцизионной репарации оснований ДНК 

(BER) 

1.1.1. Природа повреждения → выбор ДНК-гликозилазы 

     Уникальной особенностью эксцизионной репарации оснований (BER) (рис. 1) является  

  

 

Рис. 1. Основная схема эксцизионной репарации оснований (BER). 
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наличие широкого спектра узкоспециализированных ДНК-гликозилаз, осуществляющих 

инициацию процесса в зависимости от индивидуального повреждения ДНК [24]. Все эти 

ферменты объединяет сходный механизм функционирования, при котором распознавание 

повреждённого основания ДНК происходит в специфичном «кармане» белка и сопровождается 

выворачиванием повреждённого дезоксирибонуклеотида из двойной спирали ДНК. Ориентация 

субстрата, необходимая для гидролиза N-гликозидной связи, достигается за счёт образования 

специфических контактов повреждённого основания и аминокислотных остатков на внутренней 

поверхности кармана белковой глобулы [25-28]. По этой причине мультиспецифичность, 

присущая многим ДНК-гликозилазам, часто коррелирует с низким числом оборотов этих 

ферментов [24]. Всего в клетках человека функционирует 11 ДНК-гликозилаз, 4 из которых 

удаляют некомплементарные урацил и тимин, 1 – алкилированные основания и 6 – защищают 

геном от оксидативных повреждений [29]. В последнюю группу входит уникальный фермент 

MYH, который единственный из всех ДНК-гликозилаз способен распознавать неповреждённое 

основание аденин в составе некомплементарной пары [30]. 

 

1.1.2. ДНК-гликозилаза → выбор пути расщепления цепи ДНК и процессинга 

концов разрыва 

     Именно ДНК-гликозилазы, как первые ферменты пути BER, предопределяют дальнейшее 

направление процесса репарации. Монофункциональные ДНК-гликозилазы, к которым 

относятся ферменты, распознающие урацил, тимин и алкилированные азотистые основания, 

для катализа используют активированную молекулу воды в качестве нуклеофила, атакующего 

С1' атом дезоксирибозы [24,31]. Реакция состоит только из одного этапа – расщепления N-

гликозидной связи между повреждённым основанием и сахарофосфатным остовом ДНК. 

Апуриновые/апиримидиновые (AP-) сайты, которые образуются в результате реакции, далее 

процессируются ферментом AP-эндонуклеазой 1 (APE1). APE1 гидролизует фосфодиэфирную 

связь с 5' стороны от AP-сайта, оставляя одноцепочечный разрыв ДНК, фланкированный 3'-OH 

и 5'-дезоксирибофосфатной (dRP) группами [32] (рис. 2).  

     Бифункциональные ДНК-гликозилазы (к этой группе принадлежат все гликозилазы, 

специфичные к оксидативным повреждениям) осуществляют двухстадийный процесс, 

состоящий из удаления повреждённого основания и последующего процессинга AP-сайта 

посредством присущей этим ферментам AP-лиазной активности [24]. Реакция происходит через 

образование промежуточного основания Шиффа между С1' атомом и нуклеофилом, роль 

которого выполняет ε-NH2-группа Lys (β-элиминирование) или N-концевого Pro белка (βδ-

элиминирование) [31] (рис. 2). В результате реакции β-элиминирования образуется 
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одноцепочечный разрыв молекулы ДНК с фосфо-α,β-ненасыщенным альдегидным остатком 

(PUA) на 3'-конце [33]. На последующем этапе этот остаток удаляется фосфодиэстеразной 

активностью APE1 с формированием 3'-OH группы, подходящей для осуществления каталитиза 

ДНК-полимеразой [33]. К ДНК-гликозилазам/AP-лиазам, осуществляющим катализ по такому 

механизму, относятся ферменты NTH1 и OGG1 млекопитающих [35,36]. Другой класс 

бифункциональных ДНК-гликозилаз, представленный белками семейства NEIL, катализирует 

две последовательных реакции β-элиминирования (βδ-элиминирование), приводящих к 

образованию однонуклеотидной бреши с фосфатами на 3'- и 5'-концах [37]. В этом случае 3'-OH 

группа освобождается для дальнейшего процессинга активностью APE1 [38] или 

полинуклеотидкиназы/3'-фосфатазы (PNKP) [39].  

 

 

Рис. 2. Способы расщепления AP-сайтов. 5'-dRP – 5'-дезоксирибофосфатная группа; 3'-PUA – фосфо-

α,β-ненасыщенный альдегидный остаток. 

 

1.1.3. Фланкирующие группы → выбор ДНК-полимеразы и лигазы 

     После первых этапов BER возникает однонуклеотидная брешь, которая заполняется ДНК-

полимеразой β (Pol β). Вариант BER, в котором происходит замена одного нуклеотида, 

называется «короткозаплаточный» BER (SP-BER) [40]. При этом Pol β способна удалять 5'-dRP 

группу (генерируемую в ходе гидролиза AP-сайта ферментом APE1) посредством присущей 
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этому ферменту dRP-лиазной активности [41]. В том случае, когда 5'-dRP группа 

модифицирована, заполнение бреши осуществляется с вытеснением цепи и размер 

встраиваемого участка может составлять 2-8 нуклеотидов [42]. «Длиннозаплаточный» BER (LP-

BER) осуществляется белками, заимствованными из машины репликации запаздывающей цепи 

ДНК – Pol δ/ε и 5'-флэп эндонуклеазой 1 (FEN1) в присутствии ядерного антигена 

пролиферирующих клеток (PCNA) и репликативного фактора C (RFC) [43]. Вариантом LP-BER 

является также путь «с трансляцией бреши», катализируемый Pol β в присутствии FEN1 [44]. В 

случае «короткозаплаточного» варианта BER репарацию ДНК завершает комплекс XRCC1-

ДНК-лигаза IIIα (XRCC1-lig IIIα), сшивающий концы разрыва. На «длиннозаплаточном» пути 

действует ДНК-лигаза I (lig I) [45]. 

 

1.2. Регуляция процесса BER 

     В совокупности, на рис. 1 и 2 представлена достаточно полная схема эксцизионной 

репарации оснований ДНК; действительно, для реконструкции BER in vitro требуются всего 4-5 

ключевых белков. Однако, иллюстрируя основные превращения повреждённой ДНК в ходе 

BER, эти схемы не учитывают тех белков, участие которых не является обязательным с точки 

зрения ферментативного катализа, но играет важнейшую регуляторную роль. Помимо 

химической природы повреждения (рис. 1) существует, по крайней мере, ещё несколько 

факторов, влияющих на различные этапы процесса BER и регулирующих активность 

ферментов этой системы репарации ДНК. 

 

1.2.1. Пространственная регуляция BER 

     Ввиду цитотоксичности интермедиатов BER (AP-сайтов, одноцепочечных разрывов и др.), 

важным аспектом поддержания стабильности генома является защита ДНК-интермедиата от 

случайных взаимодействий внутри клетки. Защита промежуточного продукта может 

реализоваться за счёт непрерывности процесса репарации (по принципу «передачи эстафетной 

палочки», hand-off [46,47]) или посредством изоляции сайта повреждения в отдельный 

репарационный компартмент клетки (по механизму фазовых переходов биомолекул, liquid 

demixing (см. далее) и близкой гипотезы BERосом как динамичных мультибелковых ансамблей 

репарации [48]). Поскольку на данный момент не получено свидетельств в пользу ни одной из 

парадигм in vivo, предполагается, что предформированные комплексы белков осуществляют 

репарацию эндогенных повреждений ДНК, в то время как hand-off механизм с 

последовательным привлечением ферментов BER реализуется при репарации индуцированных 

повреждений [48]. При любой из альтернатив необходимо направленное привлечение и 
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удержание ферментов репарации возле сайта повреждения в ДНК, ключевую роль в которых 

играют белки XRCC1 и PARP1. Механизмы действия этих белков различны. XRCC1 способен 

физически взаимодействовать с большинством факторов BER, предоставляя «белковую 

платформу» (scaffold) для сборки ферментов репарации [49]. PARP1, в свою очередь, 

активируется при связывании повреждённой ДНК и синтезирует «третью нуклеиновую 

кислоту»  – поли(АДФ-рибозу) (см. далее), одной из функций которой является привлечение 

ферментов репарации к месту повреждения. Хотя оба белка считаются, в первую очередь, 

сенсорами одноцепочечных разрывов ДНК [24], показана возможность их участия и на самых 

ранних этапах BER [50-52]. Недавно, белок-белковые взаимодействия в системе BER были 

оценены количественно и было показано, что XRCC1 и PARP1 вовлечены в такие 

взаимодействия, причём наиболее прочное взаимодействие наблюдалось в комплексе XRCC1 и 

ДНК-полимеразы β [53]. Предполагается, что XRCC1 и PARP1 участвуют в репарации 

повреждений пуриновых оснований и одноцепочечных разрывов ДНК, в то время как 

репарация пиримидиновых оснований осуществляется с привлечением только XRCC1 

независимо от PARP1 [54]. 

     Несмотря на то, что для разных ДНК-гликозилаз предпочтительными субстратами служат 

различные повреждения, области специфичности этих ферментов во многом перекрываются. 

Поэтому отсутствие одной гликозилазы, как правило, не является летальным, а выбор 

направления BER, инициируемый различными ДНК-гликозилазами, не может считаться 

абсолютным [24]. Существует гипотеза, что разные варианты BER в большей степени 

определяются фазой клеточного цикла и позицией повреждения в геноме [24]. Так, среди ДНК-

гликозилаз, специфичных к оксидативным повреждениям, OGG1 и NTH1 способны выщеплять 

повреждённое основание только из ДНК-дуплексов, в то время как для NEIL1 и NEIL2 

предпочительными являются однонитевые участки ДНК, включая структуры вида «пузырь» и 

«вилка», имитирующие интермедиаты транскрипции и репликации [55]. По-видимому, белки 

NEIL1 и NEIL2 преимущественно вовлечены в репарацию оксидативных повреждений ДНК в 

ходе транскрипции и репликации [24]. Кроме того, NEIL1 активируется в S-фазе клеточного 

цикла, в отличие от остальных гликозилаз [55] и взаимодействует с белком PCNA, 

модулирующим его функции [56]. Предполагается, что NEIL1 может играть ключевую роль в 

удалении повреждений матричной цепи ДНК перед началом репликации, инициируя так 

называемый BER, ассоциированный с репликацией (RA-BER) [55]. 

     Наконец, недавние исследования показали, что выбор короткозаплаточного или 

длиннозаплаточного варианта BER регулируется позицией повреждения в хроматине. Из-за 

стерических препятствий повреждения ДНК, локализованные в корах нуклеосом, репарируются 
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преимущественно по пути SP-BER с участием Pol β – полимеразы млекопитающих, 

обладающей наименьшим размером [57].  

 

1.2.2. Функциональная регуляция BER 

     В общем виде BER включает в себя три функциональных стадии: распознавание 

повреждения/разрезание цепи, процессинг концов разрыва ДНК и синтез /лигирование цепи. 

Процесс репарации ДНК с этой точки зрения может быть представлен в виде серии временных 

мультибелковых комплексов, собирающихся на месте повреждения [28]. Одним из важнейших 

механизмов регуляции BER является модуляция ферментативных активностей и белок-

белковых взаимодействий внутри комплексов, ключевую роль в которой играют 

посттрансляционные модификации (PTM) белковых компонент. PTM белков во многом 

определяются статусом клетки и системами ответа на повреждение ДНК, обеспечивая 

эффективность и специфичность процесса репарации [58]. 

     Модуляция активностей ферментов BER в результате ковалентного присоединения 

химических групп представляет собой пример прямой регуляции репарации ДНК посредством 

PTM. Модификации ДНК-гликозилаз могут регулировать инициацию BER. Так, 

фосфорилирование приводит к ускорению выщепления 8-оксогуанина из ДНК ферментом 

OGG1 в 2,5 раза [59], а также увеличивает каталитическую активность ДНК-гликозилаз MYH и 

Ung2 [60,61]. Напротив, ацетилирование NEIL2 ингибирует эксцизионную и AP-лиазную 

активности этого фермента [62]. Показано влияние PTM и на вторую стадию BER: 

ацетилирование ингибирует dRP-лиазную активность Pol β, нарушая формирование 

интермедиата реакции основания Шиффа, и соответственно, может функционировать как 

переключатель между SP-BER и LP-BER [63]. Наконец, на третьем этапе BER 

фосфорилирование Pol β способствует увеличению полимеразной активности белка [64]. 

Интересно, что метилирование Pol β приводит к стимуляции процессивности фермента, не 

влияя на скорость удаления dRP-фрагмента и застраивания бреши. Таким образом, данная PTM 

может служить для направления BER преимущественно по длиннозаплаточному пути [65]. 

     Изменение интенсивности белок-белковых и белок-нуклеиновых взаимодействий в 

результате химических модификаций ферментов BER (не влияющих на каталитическую 

активность), а также PTM каркасных белков XRCC1 и PARP1, может модулировать состав и 

стехиометрию комплексов репарации и служит примером непрямой регуляции BER с участием 

PTM. Так, считается, что ацетилирование тимин-ДНК-гликозилазы (TDG) может 

предотвращать привлечение APE1 к месту повреждения, тем самым блокируя дальнейшее 

течение репарации [66]. SUMOилирование in vitro уменьшает сродство TDG к ДНК, ускоряя 

диссоциацию этого фермента с продукта реакции, AP-сайта [67]. Предполагается, что 
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ацетилирование другой ДНК-гликозилазы, OGG1, также служит для понижения сродства 

фермента к AP-сайту, тем самым стимулируя активность OGG1 по выщеплению 

повреждённого основания [68]. Деацетилирование APE1 способствует увеличению 

интенсивности взаимодействия APE1 и XRCC1 [69]. Наконец, фосфорилирование XRCC1 

необходимо для совместной релокализации XRCC1 и PNKP в очаг репарации [70]. Как 

предполагается, после этого фосфорилированный XRCC1 эффективно диссоциирует с ДНК, что 

способствует более эффективному выполнению его функции по привлечению других 

ферментов репарации [71,72]. Более подробное описание роли PTM в процессе BER можно 

найти в обзорах [26,58,73].  

     В некоторых случаях PTM могут модулировать связывание ферментов BER с так 

называемыми неканоническими белками, которые представляют дополнительный уровень 

функциональной регуляции BER. Например, ацетилирование APE1 увеличивает связывание 

APE1 с белком YB-1 [13], который способен стимулировать активность ДНК-гликозилаз NEIL2 

и NTH1 [14,15]. На настоящий момент показано участие в BER ряда неканонических белков 

[48]. 

     Кроме того, недавно было установлено, что ДНК-интермедиаты BER также могут вносить 

свой вклад в регуляцию процесса репарации, изменяя интенсивность белок-белковых 

взаимодействий ключевых ферментов репарации. Предполагается, что таким образом может 

регулироваться сборка белковых ансамблей, специализированно осуществляющих процессинг 

конкретного интермедиата [53]. 

 

1.2.3. Количественная регуляция BER 

     В то время как недостаточная ёмкость систем репарации коррелирует с повышенным 

мутагенезом и хромосомными нарушениями в условиях ДНК-повреждающего стресса [74], 

сверхэкспрессия ферментов BER сопряжена с геномной нестабильностью вообще и 

обнаруживается в опухолевых клетках [75]. В связи с этим одним из важнейших аспектов 

контроля системы BER является регуляция концентрации активных молекул белков репарации 

в клетке. 

     Как известно на настоящий момент, генотоксический стресс не приводит к изменению 

уровней экспрессии ключевых ферментов BER [76]. В основе регуляции ёмкости BER, как 

предполагается, лежит механизм, предложенный Parsons с соавт. [77]. Согласно этому 

механизму, количество действующих ферментов BER определяется непосредственно уровнем 

повреждения ДНК таким образом, что скорость репарации повреждений становится равной 

скорости их возникновения [77]. Ключевую роль в этом процессе играет XRCC1-
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опосредованная стабилизация Pol β и lig IIIα в комплексе с повреждённой ДНК [77]. Избыток 

ферментов репарации удаляется убиквитин-зависимой протеасомой [77]. 

     Однако регуляции количества белков репарации без учёта их стехиометрического 

соотношения недостаточно в силу того, что изменение концентрации хотя бы одного из 

ключевых белков BER может нарушить баланс формирования функциональных комплексов 

при репарации повреждения [36]. В частности, для минимизации накопления токсичных 

однонитевых разрывов ДНК активность APE1 должна строго соответствовать ёмкости 

последующих стадий репарации [76]. Недавно был установлен механизм обратной связи, при 

котором аккумуляция одноцепочечных разрывов ДНК в клетке запускает p53/Sp1-зависимое 

подавление экспрессии APE1 [76]. 

 

1.2.4. Универсальная регуляторная молекула. Регуляция внутри системы 

     В предыдущих разделах мы коротко рассмотрели основные механизмы регуляции процесса 

BER. В большинстве случаев эти механизмы так или иначе происходят с участием 

посттрансляционных модификаций белков репарации, имеющих столь множественные 

эффекты на свои мишени, что их классификация представляет непростую задачу. Так, при 

помощи PTM регулируется стабильность белков (количественная регуляция), их 

ферментативные активности и белок-белковые взаимодействия (функциональная регуляция), а 

также белок-нуклеиновые взаимодействия и внутриклеточная локализация [78] 

(пространственная регуляция). Однако самый масшабный пример мультифункциональной 

PTM и её роли в репарации ДНК представляет поли(АДФ-рибоз)илирование, катализируемое 

белками семейства PARP (см. далее). Эта уникальная PTM может вносить свой вклад в 

количественную регуляцию BER и играет ключевую роль в пространственной и 

функциональной регуляции этого процесса (рис. 3, [23,72,79-86]). 

     Таким образом, полимер PAR представляет собой уникальную регуляторную молекулу BER, 

способную функционировать как внутри системы BER (координируя действия основных 

ферментов репарации), так и за её пределами, привлекая дополнительные белки и регуляторы 

(неканонические белки BER, факторы ремоделинга хроматина и др.). Интересно, что BER в 

некотором смысле можно рассматривать как саморегулирующуюся систему, пронизанную 

сетью физических и функциональных взаимодействий между ключевыми белками этого пути. 

Например, OGG1 обладает очень слабой AP-лиазной активностью и высоким сродством к AP-

сайту, в результате чего остаётся связанной с продуктом реакции после проявления ДНК-

гликозилазной активности [87]. Было показано, что APE1 способна препятствовать ассоциации 

OGG1 с AP-сайтом после выщепления повреждённого основания, тем самым увеличивая 

оборотность фермента и стимулируя его активность до пяти раз [87]. ДНК-гликозилазы OGG1 и 
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NEIL1 способны физически взаимодействовать с ферментом PARP1 и стимулировать синтез 

поли(АДФ-рибозы), предположительно повышая устойчивость клеток к действию активных 

форм кислорода [88,89].  

  

 

Рис. 3. Основные функции поли(АДФ-рибозы) (PAR) в регуляции процесса BER.           – 

пространственная регуляция;           – функциональная регуляция;           – количественная регуляция 

BER. 
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     В свою очередь, PARP1 ингибирует активность OGG1 и NEIL1, что может иметь значение 

для удаления этих белков с ДНК-интермедиата после выполнения их функции [88,89]. С другой 

стороны, PARP1 способен взаимодействовать с AP-сайтами и может защищать эти токсичные 

промежуточные продукты BER до подходящего момента в инициации их репарации [52]. Очень 

любопытный пример представляет APE1, для которой показано  физическое взаимодействие со 

следующим ферментом пути – ДНК-полимеразы β [90]. В зависимости от условий APE1 может 

стимулировать dRP-лиазную активность pol β или активность этого фермента по вытеснению 

цепи, способствуя более эффективной репарации по пути SP-BER или LP-BER, соответственно 

(при этом присущая APE1 3'-5'-экзонуклеазная активность повышает точность синтеза при 

выборе любого из направлений) [90-93]. Присутствие PARP1 при этом ингибирует LP-BER, 

катализируемый pol β, не оказывая влияния на SP-BER [94]. Это регуляторное действие PARP1 

ослабляется в условиях, способствующих проявлению PARP1 его каталитической активности 

[94]. 

  

1.3. BER в регуляции РНК 

1.3.1. Ферменты BER в метаболизме РНК 

     Современные исследования дают всё больше свидетельств в пользу участия некоторых 

ферментов BER в метаболизме и системах контроля качества РНК. Несмотря на то, что многие 

белки BER, в частности, ДНК-гликозилазы OGG1 и NEIL1 [95,96] аккумулируются в ядрышке, 

предполагается, что их роль преимущественно сводится к репарации ДНК в рДНК локусе [97]. 

Однако локализация в ядрышке APE1, SMUG1 и PARP1, как установлено, имеет 

непосредственное отношение к функционированию этих ферментов в процессах, связанных с 

РНК (регуляция транскрипции и контроля качества рРНК, созревание рибосом). Эти три белка 

представляют наиболее яркий пример мультифукциональных ферментов, осуществляющих 

взаимосвязь репарации ДНК и метаболизма РНК. 

     APE1 участвует в регуляции транскрипции, модулируя связывание некоторых 

транскрипционных факторов со специфическими элементами в ДНК за счёт изменения 

состояния окисления-восстановления этих белков [98], и может осуществлять репрессию 

транскрипции в ответ на повышения уровня экстраклеточных ионов Ca2+ [99]. Установлена 

роль эндонуклеазной активности APE1 в регуляции экспрессии гена c-myc [100]. Наконец, 

показана ассоциация APE1 с 47S, 28S и 18S рРНК in vivo, а также способность этого белка 

регулировать уровень окисления рРНК в клетке [101]. 

     ДНК-гликозилаза SMUG1 непосредственно взаимодействует с псевдоуридинсинтазой DKC1 

[102] – ферментом, катализирующим модификацию специфичных остатков урацила в рРНК. 
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Оба белка локализуются в ядрышке и тельцах Кахаля – органеллах, где происходит биогенез 

рРНК и созревание некодирующих РНК, соответственно [97]. Показано, что SMUG1 

связывается с 47S рРНК in vivo, а недостаток SMUG1 приводит к понижению экспрессии 28S, 

18S и 5.8S рРНК в результате накопления дефектных молекул рРНК, которые деградируют 

[102]. Как и APE1, SMUG1 может участвовать в таком необычном процессе, как репарация 

РНК (см. далее). 

     PARP1 является базальным фактором транскрипции (TFIIC) и служит для ингибирования 

транскрипции на ДНК, содержащей разрывы цепей [103]. Этот фермент может выступать в 

качестве негативного регулятора транскрипции, препятствуя связыванию других факторов 

транскрипции с соответствующими последовательностями в ДНК посредством поли(АДФ-

рибоз)илирования этих белков, или напротив, служить ко-активатором, физически 

взаимодействуя с рядом транскрипционных факторов [104]. Под транскрипционным контролем 

PARP1 находится его собственный ген – посредством авторегуляторной петли в клетке 

поддерживается постоянный уровень PARP1 [105].  

     Белки семейства PARP и, в частности, PARP1, вовлечены в регуляцию метаболизма РНК на 

разных уровнях (см. обзор [106]). В отсутствие стрессорного воздействия большая часть PARP1 

и ядерной поли(АДФ-рибозы) локализована в ядрышке [107]. Нокдаун гена PARP1 или 

ингибирование активности этого фермента приводят к фрагментации ядрышка, накоплению 

интермедиатов биогенеза рРНК и нарушению сборки полисом в цитоплазме [108]. В работе 

Boamah с соавт. предложена модель участия PARP1 в биогенезе рибосом [108]. Согласно этой 

модели, PARP1 автомодифицируется при каждом акте старта транскрипции гена рДНК и далее 

выступает в качестве шаперона в ходе полного цикла созревания рибосомы в ядрышке. При 

этом молекула поли(АДФ-рибозы) организует в пространстве и времени процессинг и 

модификацию транскрибируемой рРНК с последующей загрузкой рибосомных белков [108]. 

Показано участие PARP1 в распределении белков между ядрышками и тельцами Кахаля [109]. 

PARP1 также регулирует транскрипцию рРНК, взаимодействуя с ядрышковым комплексом 

ремоделинга через некодирующую РНК, ассоциированную с промотором [110]. В условиях 

стрессорного воздействия на клетку PARP1 способен поли(АДФ-рибозил)ировать поли(А)-

полимеразу (PAP), что приводит к нарушению процессинга 3'-конца пре-мРНК [111], 

необходимого для экспорта в цитоплазму [112]. Активация PARP1 при тепловом шоке может 

регулировать сплайсинг пре-мРНК посредством изменения динамики РНК-связывающих 

белков гетерогенных ядерных рибонуклеопротеинов (hnRNP) [113].  
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1.3.2. Повреждение РНК – спонтанное и…целенаправленное 

     Как и ДНК, РНК подвержена негативному действию эндо- и экзогенных факторов, 

индуцирующих возникновение химических повреждений молекулы. Модификации 

нуклеотидов РНК могут приводить к нарушению фундаментальных клеточных процессов, 

происходящих с участием РНК (что в некоторых случаях с успехом используется как стратегия 

для разработки «молекулярного оружия», см. далее). Как и в случае ДНК, накопление 

повреждений в РНК может быть сопряжено с развитием определённых патологий (так, 

установлена связь между накоплением оксидативных повреждений РНК и развитием 

нейродегенеративных заболеваний у человека [114]). 

     Ситуация усугубляется тем, что в азотистых основаниях РНК аккумулируется существенно 

больше повреждений, чем в ДНК в тех же условиях [115,116]. Например, в условиях 

оксидативного стресса, оксидативное повреждение РНК в 10-20 раз превышает повреждение 

ДНК [117]. РНК преимущественно существует в одноцепочечной форме, в которой Уотсон-

Криковские поверхности азотистых оснований экспонированы и не защищены второй цепью, 

как в случае ДНК [118]. Более того, в отличие от ДНК, которая у эукариот плотно упакована в 

хроматин, РНК ассоциирована с белками в меньшей степени [118]. Наконец, локализация РНК 

в цитоплазме в непосредственной близости от митохондрий, делает её более подверженной 

действию активных форм кислорода [118]. Следует отметить, что внутриклеточный метаболизм 

нуклеиновых кислот как источник эндогенных повреждений также вносит различный вклад в 

модификацию структуры ДНК и РНК. Так, по сравнению с поразительной точностью 

репликации (которая, в совокупности с коррекцией мисматчей составляет ~10-10 [119]), 

транскрипция (~10-5 [120]) и, особенно, сплайсинг пре-мРНК (~7×10-3 [121]) являются 

достаточно ошибочными процессами. То, что эта ошибочность не только не была 

элиминирована, но поддерживалась, если не совершенствовалась в ходе естественного отбора, 

во многом обусловлено тем, что пострепликативные этапы процессинга генетической 

информации играют ключевую роль в создании «инновационного пространства» как источника 

полезных мутаций при адаптации к новым условиям среды [122,123]. 

     Таким образом, повреждения могут возникать в РНК спонтанно (вследствие химической 

лабильности молекулы) и вероятно (вследствие запрограммированной неточности систем её 

процессинга). Однако есть и третья группа повреждений – те, которые целенаправленно 

вносятся в РНК активностью специализованных ферментов. На настоящий момент в 

эукариотических клетках идентифицировано около ста различных химических модификаций 

РНК [RNAMDB, http://mods.rna.albany.edu/]. Некоторые из них выполняют регуляторную роль: 

например, псевдоуридин, по-видимому, важен для структуры и функции рибосомных и малых 

ядерных РНК [124]. Модификации оснований, приводящие к изменению кодона, используются 
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для редактирования РНК. Одним из основных механизмов редактирования РНК является 

дезаминирование аденозина с образованием инозина («A-to-I editing»), катализируемый 

семейством белков ADAR (adenosine deaminase acting on RNA) [125]. Замечательной 

иллюстрацией действия этой системы служит уникальный пример регуляции репарации ДНК 

посредством «переключения» специфичности ДНК-гликозилазы NEIL1 [126]. Вероятность 

дезаминирования аденозина в пре-мРНК NEIL1 существенно возрастает при воздействии на 

клетку интерферона α, приводя к появлению изоформы белка с аминокислотной заменой 

Lys→Arg в активном центре [126]. Изоформы NEIL1 различаются ДНК-гликозилазной 

активностью и специфичностью распознавания ряда повреждений ДНК [126]. Наибольшее 

количество и разнообразие химических модификаций азотистых оснований обнаруживается в 

тРНК [127]. Интересно, что ряд посттранскрипционных модификаций тРНК наблюдается в 

условиях стрессорного воздействия, и, как предполагается, может служить для модуляции 

кодон-антикодоновых взаимодействий при трансляции, представляя пример тРНК-

эпигенетики [128]. 

     Направленное повреждение РНК в некоторых случаях используется как сигнал для систем 

контроля качества РНК. В эукариотических клетках эти системы не только предотвращают 

накопление нефункциональных молекул РНК, но также регулируют метаболизм нормальных 

мРНК и подавляют вирусные и паразитические РНК [129]. В целом, РНК ввиду её 

повсеместной вовлечённости в жизненно необходимые клеточные процессы, является одной из 

излюбленных мишеней ферментативных токсинов в биологических конфликтах на всех 

уровнях жизни – начиная от взаимоотношений хищник-жертва и заканчивая экспансией 

мобильных генетических элементов внутри генома [130]. Например, фермент рицин, 

присутствующий в семенах Ricinus communis, защищает растение от поедания животными. В 

частности, этот РНК-токсин инактивирует рибосомы хищника посредством удаления остатка 

аденина из консервативной петли 28S рРНК [131]. Вообще, остановка трансляции в результате 

повреждения РНК может происходить и в том случае, когда мишенью ферментативного 

токсина является мРНК или тРНК [130]. Подобная стратегия позволяет получить двойное 

преимущество: быструю блокировку жизненно необходимых клеточных процессов и 

замедление всех аспектов репаративного ответа, которые зависят от стресс-индуцируемой 

трансляции [130]. 

 

1.3.3. Репарация РНК и BER 

     Совершенствование «молекулярного оружия», направленного на РНК, происходило 

одновременно с эволюцией белковых доменов, служащих для репарации РНК [130]. На 

настоящий момент подробно исследованы лигазные модули, нуклеотидилтрансферазы с РНК-
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полимеразной активностью и ферменты, осуществляющие процессинг концов РНК. Однако 

остаётся открытым вопрос о существовании систем, исправляющих такие последствия 

воздействия РНК-токсинов как депуринизация и дезаминирование [130]. В отличие от ДНК, у 

РНК нет комплементарной цепи, которая может служить матрицей для ресинтеза исходной 

последовательности при репаративном процессе, поэтому существование механизмов 

репарации РНК аналогичных системам репарации ДНК маловероятно [97]. В любом случае, 

повреждённые молекулы РНК должны быть удалены из оборота, что требует участия белков, 

способных распознавать такие небольшие повреждения, как модификации азотистых 

оснований. Лучшими кандидатами на эту роль являются белки системы BER, в частности, 

ДНК-гликозилазы и APE1, для которых также показано участие в метаболизме РНК (см. ранее). 

     Открытие в 2003 г. ферментов, способных деметилировать метилированные основания в 

РНК [132], впервые продемонстрировавшее возможность прямого ферментативного 

исправления модификаций РНК, легло в основу сразу двух революционных гипотез – РНК-

эпигенетики [133] и репарации РНК. Обратимая посттранскрипционная модификация РНК с 

участием ферментов аналогична эпигенетической регуляции ДНК и в настоящее время 

рассматривается как один из механизмов динамической регуляции экспрессии генов [133]. К 

сожалению, в настоящее время существует всего несколько примеров белков, активных по 

отношению к РНК, содержащим повреждённые основания. В частности, показана способность 

APE1 расщеплять AP-сайты в составе одноцепочечной AP-содержащей РНК [134]. Интересно, 

что в S-фазе клеточного цикла APE1 аккумулируется в ядрышке и взаимодействует с 

нуклеоплазмином 1 (NPM1). NPM1 способен стимулировать активность APE1 по отношению к 

AP-сайтам в ДНК и ингибировать активность фермента на AP-содержащих РНК-субстратах. 

Предполагается, что таким образом осуществляется тонкая регуляция функций APE1 в 

ядрышке: репарации AP-сайтов в рДНК, с одной стороны, и деградации повреждённой рРНК – 

с другой [101]. Оксидативный стресс нарушает ассоциацию APE1 с NPM1 [101], индуцируя 

релокализацию обоих белков в нуклеоплазму для участия в репарации ДНК [135]. 

     Другим примером может служить ДНК-гликозилаза SMUG1, для которой была установлена 

способность удалять 5-гидроксиметилуридин из олигонуклеотидов РНК in vitro. Эксперименты 

in vivo показали повышенное содержание этого модифицированного основания в рРНК клеток 

после нокдауна гена SMUG1 [102]. 

     Наконец, неканонический белок BER YB-1 может вносить свой вклад в распознавание 

повреждённой РНК за счёт селективного связывания РНК, содержащей 8-оксогуанин. Это 

повреждение может возникать в РНК в условиях оксидативного стресса и приводить к ошибкам 

в процессе белкового синтеза. Предполагается, что YB-1, связывая повреждённую РНК, может 

выводить её из трансляции [136]. 
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     Таким образом, уникальная способность ДНК-гликозилаз распознавать даже незначительные 

химические модификации азотистых оснований нуклеиновых кислот может использоваться не 

только в репарации ДНК на первом этапе BER, но и играть важную роль для различения 

нормальных и дефектных молекул РНК в системах контроля качества РНК, однако эта область 

на данный момент исследована далеко не достаточно [97]. 

 

1.4. На стыке трёх нуклеиновых кислот: роль РНК-связывающих белков и 

поли(АДФ-рибозы) в репарации ДНК 

     Функционирование трёх важнейших нуклеиновых кислот клетки – ДНК, РНК и поли(АДФ-

рибозы) (PAR) – тесно сопряжено и осуществляется при участии специализированных белков-

посредников. Некоторые из ДНК-, РНК- и PAR-связывающих белков способны 

взаимодействовать сразу с несколькими типами полимеров. Как правило, такие белки содержат 

неупорядоченные элементы последовательности, позволяющие им подстраиваться под 

структуру определённого лиганда. Настоящий раздел обобщает наиболее современные 

представления о взаимосвязи трёх нуклеиновых кислот, реализуемой посредством 

взаимодействия с мультифункциональными белками клетки. 

 

1.4.1. Интерференция транскрипции и репарации ДНК 

     Сопряжённость систем репарации ДНК и метаболизма РНК в клетке наглядно демонстирует 

процесс BER, поскольку многие белки-участники этого пути исправления повреждений ДНК, 

включая APE1, SMUG1 и PARP1, вовлечены также в метаболизм РНК [137] (см. раздел 1.3). 

Очевидно, что транскрипционные факторы могут принимать опосредованное участие в 

репарации ДНК, контролируя экспрессию генов ферментов репарации [138]. Однако возможно 

и обратное: некоторые факторы репарации ДНК способны напрямую выступать в качестве ко-

активаторов транскрипции [139]. Например, вовлечённый в BER фермент тимин-ДНК-

гликозилаза (TDG) может стимулировать транскрипцию некоторых генов, привлекая ко-

активаторы [140]. Этот фермент осуществляет динамическое деметилирование ДНК в 

промоторах молчащих генов и генов, включающихся на конкретном этапе развития, а также в 

энхансерах активных генов для быстрого транскрипционного ответа [141,142]. 

     Как правило, репарация и транскрипция ДНК не происходят одновременно, по крайней мере, 

это справедливо для постоянно экспрессируемых генов домашнего хозяйства. Некоторые 

объёмные повреждения, блокируя движение РНК-полимеразы II, индуцируют систему 

эксцизионной репарации нуклеотидов (NER) (этот путь репарации называется репарацией, 

сопряжённой с транскрипцией, или TC-NER) [143]. Мутагенный потенциал других 
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повреждений ДНК минимизируется за счёт ингибирования транскрипции вблизи повреждения 

– например, подавление экспрессии генов наблюдается в процессе репарации оксидативных 

повреждений ДНК системой BER [144]. 

     Для активации экспрессии генов развития и генов, экспрессия которых индуцируется 

внешним воздействием, напротив, требуется присутствие в промоторе временного повреждения 

ДНК, которое необходимо репарировать [139]. Важным механизмом регуляции экспрессии 

таких генов служат паузы транскрипции, вызванные остановкой РНК-полимеразы II в 

проксимальной области промотора [145]. При этом происходит инициация транскрипции, но 

элонгация останавливается на ранних этапах [146]. Для снятия «паузирования» РНК-

полимеразы и элонгации транскрипции служат белки репарации ДНК и факторы ремоделинга 

хроматина. Например, эстрогеновый рецептор активизирует лизин-специфичную деметилазу 1 

(LSD1), деметилирующую гистон H3. В ходе этого оксидативного процесса образуется 

пероксид водорода, превращающий близко расположенные гуанины в ДНК в 8-оксогуанин (8-

oxoG) [147]. При репарации 8-oxoG ДНК-гликозилазами формируются одноцепочечные 

разрывы ДНК, на которых начинают действовать ДНК-эндонуклеазы, в том числе, 

топоизомераза TopoIIβ [148]. При экспрессии протяжённых генов топоизомераза TopoII вносит 

разрывы в молекулу ДНК не только в промоторах, но и в кодирующих участках генов, 

поддерживая элонгацию транскрипции [149]. Показано, что ингибирование топоизомераз 

снижает экспрессию протяжённых генов у дрожжей [150,151]. Считается, что образующиеся 

двухцепочечные разрывы релаксируют ДНК и способствуют привлечению сенсоров 

повреждений и факторов репарации (таких как PARP1 и ДНК-протеинкиназы), что приводит к 

организации оптимальной для активации транскрипции архитектуры хроматина [148]. Так, у 

человека разрывы ДНК и соответствующая им передача сигнала о повреждении ДНК 

необходимы для снятия паузы для РНК-полимеразы II с последующей элонгацией 

транскрипции генов, экспрессия которых индуцируется внешним воздействием [152]. Среди 

факторов ремоделинга хроматина, регулирующих паузы РНК-полимеразы II, был 

идентифицирован фермент PARP1. Считается, что PARP1 способствует элонгации 

транскрипции за счёт PAR-опосредованной разборки нуклеосом [153]. Однако, вероятно, что 

индуцируемый разрывами ДНК процесс поли(АДФ-рибозил)ирования вблизи промоторов 

генов необходим также для привлечения РНК-связывающих белков, важных для посадки РНК-

полимеразы II (см. далее). 

     Интересно, что для активации репарации ДНК может использоваться образование РНК-

транскрипта в сайте повреждения ДНК. Было показано, что спонтанно возникающие 

двухцепочечные разрывы ДНК индуцируют эктопическую транскрипцию, в результате которой 

синтезируются короткие некодирующие РНК (DSB-induced small RNAs, diRNA) размером  ~21 



30 
 

нуклеотид [154]. Предполагается, что diRNA привлекают ферменты репарации двухцепочечных 

разрывов ДНК к сайтам повреждений, тем самым способствуя репарации [154]. Более того, 

недавно появились данные, указывающие на возможность поли(АДФ-рибозил)ирования 

ферментами PARP1 и PARP2 концов разрывов ДНК [155]. Не исключено, что этот процесс 

может вносить вклад как в ремоделинг хроматина, так и и в репарацию ДНК [155]. 

     Наконец, некоторые транскрипционные факторы способны напрямую участвовать в 

репарации ДНК [156]. Предположительно, в основе этого феномена лежит способность 

факторов транскрипции индуцировать локальную перестройку хроматина, стимулируя 

репарацию вблизи распознаваемых ими последовательностей в ДНК [157]. 

     Таким образом, транскрипционные факторы способны обеспечивать дополнительный 

уровень стабильности генома. В разных тканях организма преобладают разные источники 

повреждений ДНК: высокий уровень метаболизма кислорода в нейронах приводит к 

образованию большого количества оксидативных повреждений ДНК, в то время как в клетках 

кожи наблюдается повышенный уровень повреждений ДНК, индуцированных УФ-светом [156]. 

Поскольку транскрипционные факторы регулируются экстраклеточными воздействиями и 

стресс-зависимыми сигнальными системами, они могут способствовать дополнительной защите 

ДНК определённого типа клеток [156]. В клетках, ввиду гетерогенности репарации по геному 

(существует градиент эффективности репарации транскрибируемой цепи ДНК, при этом 

репарация вблизи 5'-конца идёт быстрее, а к 3'-концу замедляется), факторы транскрипции 

способны обеспечивать дополнительный уровень защиты целостности ДНК ключевых 

промоторных и энхансерных элементов регулируемых ими генов [158]. 

 

1.4.2. «РНК-опероны» эукариот 

     В 1961 г. Ф. Жакоб и Ж. Моно предложили модель оперона, согласно которой у бактерий 

функционально взаимосвязанные структурные белки закодированы последовательно в одном 

участке ДНК. Их согласованная экспрессия приводит к синтезу полицистронной мРНК, при 

трансляции которой все компоненты мультибелкового ансамбля образуются одновременно и в 

непосредственной близости друг от друга, что способствует быстрой сборке функциональных 

структур. Позже анализ рибосомного профиля экспрессии генов по геному E.coli подтвердил 

эту гипотезу, продемонстировав, что компоненты функциональных ансамблей синтезируются в 

точной пропорции согласно стехиометрии финального комплекса [159]. 

     В геномах эукариот ДНК-опероны встречаюся редко, и мРНК по большей части 

моноцистронны. Отказ от ДНК-оперонов у высших организмов может быть связан как с 

полярным эффектом нонсенс-мутаций, так и со сложностью регуляции синтеза 

мультифункциональных белков, содержание которых в протеомах эукариот значительно 
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возрастает по сравнению с прокариотами [160]. Поэтому координация экспрессии генов у 

эукариот частично осуществляется на посттранскрипционном уровне, когда мРНК, 

кодирующие функционально сопряжённые белки, объединяются в РНК-опероны (рис. 4), тем 

самым приобретая схожую организацию и направленность [161].  

 

 

Рис. 4. «РНК-опероны» эукариотических клеток (схема). 1 – ядро клетки; 2 – пре-мРНК; 3 – РНК-

связывающие белки; 4 – цитоплазматические RNP-гранулы («РНК-опероны»); 5 – рибосома. Схема 

иллюстрирует формирование и функционирование цитоплазматических рибонуклеопротеиновых 

комплексов функционально связанных мРНК и RBP («РНК-оперонов»), обеспечивающее 

локализованную в месте и времени трансляцию белковых компонент надмолекулярных ансамблей. 
      

     Главной структурно-функциональной единицей этого процесса являются многочисленные 

РНК-связывающие белки (RBP), которые распознают мотивы РНК и формируют 

рибонуклеопротеиновые (RNP) комплексы [162]. RNP-комплексы являются структурным 

выражением РНК-оперонов, позволяя функционально сопряжённым белкам, закодированным 

на разных мРНК, транслироваться синхронно в пределах одного цитоплазматического локуса 

[163]. Функционирование RNP-комплексов как независимых от окружения динамических 

компартментов клетки обеспечивается по механизму так называемого «разделения жидкостей» 
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(liquid demixing) [164-173], ключевую роль в которых играют неупорядоченные 

последовательности РНК-связывающих белков (см. далее). 

 

1.4.3. Новые функции РНК-связывающих белков в ответе клетки на повреждение 

ДНК 

     В современных работах РНК-связывающие белки были идентифицированы как важнейшие 

участники поддержания стабильности генома [174].  

     Наличие в ДНК повреждений в целом приводит к подавлению экспрессии генов на разных 

уровнях. На самом первом уровне происходит ингибирование транскрипции и репрессия 

процессинга 3'-концов пре-мРНК [175,176]. Далее, снижение экспрессии функциональных 

продуктов многих генов осуществляется посредством переключения альтернативного 

сплайсинга пре-мРНК этих генов на варианты, содержащие преждевременные стоп-кодоны, и 

следовательно, подверженные нонсенс-опосредованной деградации мРНК [177,178]. Наконец, 

повреждение ДНК приводит к уменьшению стабильности многих мРНК [179] и ингибированию 

трансляции [180,181].  

     Однако, несмотря на общее снижение уровня экспрессии, существуют специальные 

механизмы, обеспечивающие достаточную экспрессию генов, продукты которых вовлечены в 

ответ клетки на повреждение ДНК. Так, репрессия трансляции при повреждении ДНК может не 

распространяться на мРНК, кодирующие белки-участники ответа на повреждение [182]. В 

соответствии с моделью РНК-оперонов, мРНК, которые  кодируют функционально связанные 

белки, регулируются сопряжённо на посттранскрипционном уровне. Таким образом, отдельно 

взятый RBP может контролировать экспрессию целого ряда генов клеточного ответа на 

повреждение ДНК, как это наблюдается для РНК-связывающего белка HuR [183-185]. 

     RBP могут регулировать транскрипцию и ремоделинг хроматина и способны напрямую 

участвовать в репарации ДНК [186,187]. При этом RBP локализуются вблизи сайтов 

повреждений ДНК [84,188,189], что может быть опосредовано их связыванием с короткими 

некодирующими РНК (ncRNA), локально синтезирующимися на повреждениях [154,186,190], 

или осуществляться по механизму, независимому от РНК (см. далее). 

     Транскрипция генов с высоким уровнем экспрессии или очень протяжённых иногда 

продолжается в S-фазе клеточного цикла [191], при этом могут формироваться РНК-ДНК 

гибриды (R-петли), которые служат причиной большого количества повреждений ДНК 

эндогенной природы [192]. Предотвращение образования R-петель происходит, в первую 

очередь, благодаря упаковке РНК-связывающими белками пре-мРНК в процессе её синтеза 

[193,194]. 
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     Важнейшую роль в ответе клетки на повреждение ДНК играет передача сигнала 

посредством PTM белков. RBP представляют основную категорию белков, фосфорилирование 

[195,196] и поли(АДФ-рибозил)ирование [197] которых регулируются повреждением ДНК. 

Генотоксический стресс приводит также к повышению уровня ацетилирования некоторых RBP 

[198]. 

     Наконец, повреждение ДНК индуцирует внутриклеточную релокализацию RBP из 

цитоплазмы в ядро и наоборот [199,200], что может быть важным для координации регуляции 

метаболизма РНК и репарации ДНК мультифункциональными RBP. 

 

1.4.4. РНК-связывающие белки: модульное строение 

     Большая часть РНК клетки ассоциирована с РНК-связывающими белками в форме RNP-

комплексов, нарушения в формировании которых приводят к различным заболеваниям 

[201,202]. Взаимодействие с RBP необходимо для регуляции метаболизма РНК на всех этапах 

от биогенеза до деградации, и РНК-связывающие белки выполняют ключевые функции в таких 

процессах, как сплайсинг пре-мРНК [203], полиаденилирование [204], экспорт в цитоплазму и 

трансляция. Также RBP участвуют в процессинге некодирующих РНК – микроРНК (miRNA), 

циклических РНК (circRNA) и lncRNA [205-207]. Таким образом, RBP являются важнейшими 

посттранскрипционными регуляторами генов. 

     На настоящий момент идентифицировано порядка 1500 RBP [208,209]. Большинство из них 

имеют модульное строение, при котором разнообразие распознаваемых последовательностей 

РНК достигается за счёт различных комбинаций всего нескольких основных РНК-связывающих 

доменов (RBD) [210]. Отдельные RBD, как правило, связывают короткие последовательности и 

обладают слабым сродством к РНК, однако, организация поверхности взаимодействия из 

множественных модулей позволяет достичь высокой аффинности и специфичности к РНК-

мишени. Использование суперпозиции из слабых взаимодействий делает более простой 

регуляцию сборки и разборки RNP-комплексов, которая может осуществляться посредством 

РНК-подобного полимера поли(АДФ-рибозы) (см. далее) [211,212]. Причём, благодаря 

модульной структуре RBP, становится возможным распознавание последовательностей, 

принадлежащих разным молекулам РНК [210]. Замечательный пример достижения 

специфичного связывания с мишенью за счёт тандемных RBD представляют белки семейства 

Pumilio (Puf), у которых боковые радикалы трёх аминокислотных остатков каждого из восьми 

доменов образуют контакты с отдельным основанием РНК [213]. Этот «код» распознавания 

РНК может быть использован для конструирования белков, обладающих нужной 

специфичностью [214]. RBD, например, РНК-распознающий мотив (RRM), в некоторых 

случаях могут служить для взаимодействия РНК-связывающего белка с другими белками [215]. 
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     Недавно было обнаружено, что помимо классических RBD, важнейшую роль в 

распознавании РНК белками играют элементы последовательности с неупорядоченной 

структурой, которых в РНК-связывающих белках существенно больше, чем в среднем по 

протеому [216]. Так, около 20% белков млекопитающих, идентифицированных как RBP, 

неупорядочены более чем на 80% [217]. Как и классические RBD, участки с неупорядоченной 

структурой в РНК-связывающих белках организованы в виде модулей, повторяющихся 

неслучайным образом в пределах белковой последовательности, и в некоторых случаях могут 

комбинироваться с глобулярными доменами [217]. Следует отметить, что возникновение 

неупорядоченных последовательностей в RBP коррелирует с повышением сложности 

транскриптома в эволюции [218]. 

 

1.4.5. «Танцующие» белки, хамелеоны, 4D и «белковые облака» 

     Эти термины [219-222], появившиеся, чтобы охарактеризовать биологически активные 

белки, не имеющие определённой 3D структуры, отражают основные особенности 

неупорядоченных белков (intrinsically disordered proteins, IDP) и частей белков (intrinsically 

disordered protein regions, IDPR) – их высокую пластичность и динамику [223]. Поскольку 3D 

структура белка формируется за счёт различных нековалентных взаимодействий – водородных 

связей, гидрофобных взаимодействий, сил Ван-дер-Ваальса и др., неупорядоченность IDP, как и 

уникальная структура глобулярных белков, закодирована в их аминокислотной 

последовательности. Наличие большого числа нескомпенсированных заряженных групп в 

совокупности с пониженным содержанием гидрофобных аминокислотных остатков, как 

правило, приводят к отсутствию стабильной структуры белка в физиологических условиях 

[224]. В частности, в первичной последовательности IDP и IDPR преобладают аминокислотные 

остатки Pro, Arg, Gly, Gln, Ser, Glu, Lys и Ala и уменьшено количество Cys, Trp, Tyr, Phe, Ile, 

Leu, Val и Asn [225]. 

     IDP частично приобретают определённую 3D структуру при изменении условий среды или 

при связывании с лигандом [226]. Так, их фолдингу способствуют: повышение температуры, 

усиливающее гидрофобные взаимодействия [227]; изменение pH, уменьшающее суммарный 

заряд белка [227]; а также наличие ионов, нейтрализующих электростатическое отталкивание 

между кластерами одноимённо заряженных аминокислотных остатков [228,229]. Внутри клетки 

неупорядоченные белки приобретают определённую структуру при связывании со 

специфичными мишенями и лигандами – небольшими молекулами, кофакторами, другими 

белками, нуклеиновыми кислотами, мембранами и т.д. [226,230]. 

     Функции многих белков, особенно IDP, модулируются посредством PTM, разнообразие 

которых в физиологических условиях достигает 300 [231]. При том, что в ДНК закодировано 
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всего 20 аминокислот, разнообразие аминокислотных остатков в белках, благодаря PTM, 

превышает 140 [232]. Модификация белков посредством PTM преимущественно 

осуществляется в неупорядоченных участках последовательности [233,234]. 

     IDP и белки, содержащие IDPR, по-видимому, играют центральную роль в интерактомах 

[235]. Так, у высших эукариот около 30-40% белков содержат протяжённые  IDPR [236], причём 

неупорядоченные белки выполняют ключевые функции в транскрипции и клеточных 

сигнальных каскадах [234]. В 2005 г. было впервые предположено, что хабы (узловые белки 

интерактомов) могут быть обогащены IDPR [237]. Многочисленные исследования позволили 

разделить хабы на две основные категории – стабильные и временные [238,239], первые из 

которых формируют модули – функциональные комплексы с высокой степенью 

взаимосвязанности белковых компонент (например, система инициации транскрипции), а 

вторые обеспечивают взаимодействия модулей между собой [240]. Оказалось, что только во 

второй категории хабов широко представлены IDPR [241], следовательно, роль IDP в 

интерактоме заключается именно в координации различных клеточных процессов [235]. 

     В клетке существует множество способов функционирования неупорядоченных белков. 

IDPR вовлечены в автоингибирование ферментов, при этом переход между упорядоченным и 

неупорядоченным состоянием отдельных доменов белка действует как переключатель, 

активируя или ингибируя фермент [242]. Такой механизм, в частности, используется в 

репарации ДНК для активации фермента PARP1 и передачи сигнала о наличии повреждения в 

ДНК [243]. Другим интересным примером использования IDPR служит вовлечение IDPR-

содержащих белков в системы контроля качества белков, при этом переход белковых 

шаперонов от упорядоченного к неупорядоченному состоянию является стресс-индуцируемым 

[244]. Считается, что IDP способны действовать как «молекулярные щиты», стерически 

ингибируя образование агрегатов других неупорядоченных белков в условиях стресса [245]. 

Неупорядоченные элементы последовательностей в белках также используются для регуляции 

тканеспецифичных сетей взаимодействий белков на уровне транскрипции. В работах Buljan с 

соавт. [246] и Ellis с соавт. [247] было показано, что высокий процент IDPR в белках 

закодирован тканеспецифичными экзонами, остающимися после альтернативного сплайсинга 

[246]. Аналогично, тканеспецифичные экзоны кодируют существенную часть белковых 

сегментов, содержащих сайты PTM и мотивы, служащие для связывания белков-партнеров 

[246]. Интересно, что белки, транслируемые с мРНК, обогащенных тканеспецифичными 

экзонами, занимают центральные позиции в интерактомах, взаимодействуя с различными 

партнерами в соответствующих тканях [246]. 

     Наличие неконсервативных IDPR в структуре ранних ферментов BER млекопитающих 

является уникальной особенностью, отсутствующей у их гомологов из низших организмов [48]. 
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IDPR ферментов репарации вовлечены в распознавание повреждений ДНК, взаимодействие с 

белковыми партнёрами; являются преимущественными акцепторами PTM, регулирующими 

стабильность, ферментативную и ДНК-связывающую активности и внутриклеточную 

локализацию белков репарации, а также дают высшим организмам преимущество в размерах 

белков, освобождая пространство для динамики биомолекул внутри клетки [78,248-251]. 

     Наконец, важнейшую роль IDP и IDPR играют в формировании динамических 

макромолекулярных структур клетки, в том числе, RNP-гранул и комплексов репарации ДНК. 

 

1.4.6. Фазовые переходы биомолекул 

     Согласно современным представлениям, подробно изложенным в работах [165,166,169-

171,173], разобщение биохимических процессов в клетке осуществляется посредством так 

называемых фазовых переходов (phase transitions) биомолекул (рис. 5). 

 

 

Рис. 5. Фазовые переходы биомолекул. 1 – функциональные немембранные органеллы; 2 – 

патологические амилоидные агрегаты белков. Биомолекулы претерпевают фазовые переходы подобно 

воде. В состоянии «газа» биомолекулы распределены в плазме клетки, не взаимодействуя друг с другом. 

При повышении локальной концентрации мультивалентных и неупорядоченных белков происходит 

«расслоение» (liquid demixing) внутриклеточной плазмы с формированием немембранной органеллы, по 

поведению сходной с каплей жидкости [166-168]. Функционирование динамической немембранной 

органеллы реализуется за счёт множественных слабых взаимодействий образующих её биомолекул. 

Стабилизация связей биомолекул с переходом в «твёрдую фазу» приводит к формированию 

нефункциональных амилоидных агрегатов белков и может наблюдаться при патологических состояниях 

организма, таких как болезнь Альцгеймера [171]. 
 

    В соответствии с этой парадигмой, образование немембранных компартментов клетки имеет 

сходные черты с формированием капель дисперсной фазы при расслоении эмульсии двух 

жидкостей, обладающих различными свойствами [164-166,252-254]. Ключевая роль в фазовых 
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переходах принадлежит неупорядоченным белкам [167], структурная пластичность которых 

позволяет им, приобретая различные конформации, вступать во множественные гомо- и 

гетерогенные взаимодействия [168]. Многие IDP содержат домены низкой сложности (LCD), 

имеющие тенденцию к энергетически выгодной агрегации с образованием мультимеров белков 

[169]. В результате «расслоения» внутриклеточной плазмы (liquid demixing) и отделения 

«дисперсной фазы» белки и взаимодействующие с ними лиганды оказываются в окружении, 

отличном от среды за пределами компартмента, что способствует локальному повышению 

концентраций реагирующих молекул и эффективному протеканию специфических 

биохимических реакций [170].  

     Образование RNP-комплексов является одним из важнейших примеров немембранной 

компартментализации посредством фазовых переходов мРНК и соответствующих им IDPR-

содержащих РНК-связывающих белков [163]. Присутствие РНК в этих комплексах необходимо 

для сохранения их «растворимости» [171,172], что, по-видимому, важно для последующей 

трансляции [163]. Однако, фазовые переходы могут осуществляться и независимо от РНК, 

только с участием белков – как, например, происходит при формировании центросом (точек 

нуклеации сборки микротрубочек) [255]. Согласно Altmeyer с соавт., сборка мультибелковых 

комплексов репарации вблизи повреждений ДНК также может происходить по механизму 

фазового разделения, при котором формирование «репаросомного» компартмента в том числе 

способствует удержанию в непосредственной близости концов разрыва ДНК, одновременно 

защищая их от гидролиза нуклеазами [23,256]. 

     Фазовый переход белков и нуклеиновых кислот с образованием динамических ансамблей 

может инициироваться локальным повышением концентрации компонент с последующей 

самоассоциацией [257] и происходить в ответ на изменения физических параметров 

микроокружения, таких как pH, ионная сила или температура [258]. Кроме того, некоторые 

биомолекулы способны выступать в качестве «ядер» нуклеации сборки мультибелковых 

комплексов с последующим локальным расслоением внутриклеточной плазмы на две жидкие 

фазы с различными свойствами [173]. 

     Предпочтительными субстратами для нуклеации фазовых переходов являются 

одноцепочечные нуклеиновые кислоты – РНК [163,259] и одноцепочечная ДНК (оцДНК) [258]. 

Оба полимера обладают большей структурной гибкостью, чем двухцепочечная ДНК, и их 

общие свойства – отрицательный заряд и относительно низкая сложность в силу строения из 

ограниченного набора уникальных блоков [169] – напоминают характерные черты IDP. У 

высших организмов эволюция самоорганизации внутриклеточной плазмы достигает своего 

пика с появлением «третьей нуклеиновой кислоты», не несущей информационной нагрузки, 

обладающей предельно простой структурой из повторяющихся мономеров и имеющей очень 
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короткое время существования в клетке – это поли(АДФ-рибоза). Роль этой нуклеиновой 

кислоты может быть определяющей в регуляции фазовых переходов биомолекул в клетке и в 

организации специфических компартментов. 

 

1.4.7. Поли(АДФ-рибоза) и поли(АДФ-рибозил)ирование 

     Поли(АДФ-рибоза) представляет собой линейную или разветвлённую полимерную цепь, 

состоящую из идентичных молекулярных блоков – единиц АДФ-рибозы, источником которых в 

процессе катализируемого PARP1 синтеза PAR служит НАД+ (рис. 6) [260]. В физиологических 

условиях PAR формирует динамичную мультиглобулярную структуру, зависящую от размера 

полимера, что может способствовать его «подстройке» при связывании различных лигандов 

[261]. Адениновые основания в поли(АДФ-рибозе), как в нуклеиновых кислотах, располагаются 

в анти-конформации, которая открыта для образования водородных связей и стекинг-

взаимодействий [262]. Вторичная структура PAR в виде спирали, подтверждённая in vitro 

методом спектрального анализа [263], может формироваться при высокой ионной силе раствора 

(4М NaCl) либо, в физиологических условиях, при связывании с белками [262]. Согласно 

«интеркаляционной» модели, в ходе автомодификации PARP1 растущая цепь поли(АДФ-

рибозы) также находится в спиральной конформации и образует трёхспиральную структуру с 

B-формой ДНК [264]. Полимер PAR обладает отрицательным зарядом за счёт двух 

отрицательно заряженных фосфатных групп в каждом из мономеров (остатков АДФ-рибозы), в 

то время как РНК и оцДНК содержат лишь один отрицательный заряд на мономер (остаток 

нуклеотида) [265]. В отсутствие воздействий, индуцирующих повреждение ДНК, уровень PAR 

в клетках очень низкий, и (АДФ-рибоза) присутствует в форме достаточно стабильных (время 

полураспада t1\2 ~7.7 ч) моно- или олигомеров. Массированный локальный синтез 

высокодинамичного полимера PAR  (t1\2 менее 1 мин) индуцируется возникновением 

повреждения в ДНК [266-268]. Главной отличительной особенностью поли(АДФ-рибозы) от 

ДНК и РНК является то, что PAR участвует в посттрансляционной модификации белков.  

     По аналогии с ДНК и РНК, ферменты, ответственные за синтез PAR в клетках, были названы 

PAR-полимеразами (PARP). PARP1 является важнейшим представителем семейства белков со 

сходными каталитическими доменами, которое у человека насчитывает 17 белков [269]. Только 

четыре представителя этого класса обладают способностью к синтезу поли(АДФ-рибозы) – 

PARP1, PARP2 и две танкиразы [269,270]. Белки PARP1 и PARP2 играют важную роль в 

сохранении стабильности генома [271]. Танкиразы, способные синтезировать линейный PAR 

длиной до 20 мономеров АДФ-рибозы [272], функционируют при формировании веретена 

деления [273] и контролируют функции центросомы [274]. 
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     Активация PARP1 происходит при связывании с экспонированными основаниями на концах 

разрыва ДНК [51]. Распознавание повреждения приводит к локальной перестройке 

автоингибиторного домена PARP1, который, приобретая неупорядоченную структуру, 

перестаёт препятствовать связыванию НАД+ в активном центре фермента для последующего 

синтеза поли(АДФ-рибозы) [243]. В результате интердоменных взаимодействий, 

привлекающих каталитический домен к месту повреждения ДНК, домен автомодификации 

 

 

Рис. 6. PARP1-зависимая передача сигнала о повреждении ДНК (схема). 
 

PARP1 оказывается поблизости от активного центра, открытый для cis-модификации [275]. Это 

объясняет тот факт, что преимущественной мишенью поли(АДФ-рибоз)илирования является 

сам PARP1 [265]. В PARP1, как и в модифицируемых им белках, установлено большое 

разнообразие (АДФ-рибоза)-акцепторных сайтов: Lys, Arg, Glu, Asp, Cys, Ser, Thr, Sep 

(фосфосерин, по фосфату) и Asn, хотя чаще в качестве акцепторов выступают заряженные 

аминокислотные остатки [276-279]. Принимая во внимание, что скорость-лимитирующей 

стадией синтеза PAR является расщепление НАД+, можно предположить, что присоединение 

АДФ-рибозы к белку-мишени в присутствии активированного PARP1 происходит по любому 
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подходящему аминокислотному остатку на экспонированной поверхности белка [256]. 

Специфичность PAR-опосредованной модуляции клеточных процессов при этом может 

достигаться за счёт разного локального окружения PARP1 и его мишени, а не за счёт 

специфичных сайтов модификации в белке [256]. 

     Многие белки взаимодействуют с PAR нековалентно. Среди белков, ассоциированных с PAR 

и/или подвергающихся этой PTM, идентифицированы некоторые факторы репарации ДНК, 

белки ремоделинга хроматина, RBP и транскрипционные факторы [18,197]. Многие функции, 

выполняемые PAR в клетках, реализуются посредством динамического взаимодействия 

поли(АДФ-рибозы) и PAR-связывающих белков. Перераспределение белков в клетке в 

результате локального синтеза PAR может влиять на пути передачи сигнала, ответ клетки на 

повреждение ДНК, регуляцию транскрипции, стабильность белков и определение судьбы 

клетки [280]. На настоящий момент описано несколько PAR-связывающих модулей в белках, 

структура которых варьирует от полностью упорядоченных доменов до IDPR, способных 

образовывать мультивалентные взаимодействия с полимером PAR [256]. 

     PAR также может распознаваться РНК- и ДНК-связывающими мотивами белков [256]. 

Поскольку для организации макромолекулярных ансамблей в клетке важны не только 

специфичные взаимодействия, но и динамические изменения локальных концентраций 

взаимодействующих молекул, пики PARилирования вблизи повреждений ДНК могут 

конкурировать с РНК за связывание RBP, привлекая их к сайтам повреждений [281]. ДНК-

связывающие домены ферментов репарации ДНК и транскрипционных факторов также могут 

способствовать PAR-зависимому привлечению этих белков к месту локализации повреждения в 

ДНК [282,283]. 

     Недавно было показано, что PAR может выступать в качестве ядра нуклеации фазовых 

переходов РНК-связывающих белков FUS (TLS), EWS (EWSR1) и TAF15 в сайтах геномных 

повреждений [23]. Компартментализация клетки, инициируемая PAR-зависимым разделом фаз, 

может лежать в основе ключевых функций этого полимера в различных процессах, связанных с 

ДНК и РНК: например, формирования стресс-гранул [284], ядрышек [108], сплайсосом [285] и 

транскриптосом [286]. Так, в случае регуляции транскрипции, фазовый переход FUS (TLS), 

EWS (EWSR1) и TAF15 на промоторах генов может обеспечивать платформу для посадки 

неупорядоченного С-концевого домена РНК-полимеразы II [287]. По-видимому, формирование 

PAR вблизи промоторов может способствовать транскрипции, особенно если принять во 

внимание, что в некоторых случаях повреждения ДНК специально вносятся в промоторы и 

кодирующие части генов [141,149,153]. 

     Длительное существование PAR в клетке сопряжено с определёнными рисками, среди 

которых – снятие РНК- и ДНК-связывающих белков с их мишеней, возможность фазового 
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перехода динамических «капель» к нерастворимым агрегатам белков, которые наблюдаются 

при некоторых патологических состояниях организма [169], а также энергетический кризис, 

вызванный истощением запасов НАД+ [288]. Поэтому важную роль в системе поли(АДФ-

рибозил)ирования играют ферменты, способные расщеплять PAR и удалять АДФ-рибозу с 

модифицированных белков [289]. Ключевым ферментом, деградирующим PAR в клетках, 

является поли(АДФ-рибоза)-гликогидролаза (PARG), которой присущи эндо- и 

экзогликогидролазная активности с преобладанием последней [290]. Поскольку для 

расщепления PAR требуется доступность полимера, PAR-связывающие белки потенциально 

могут препятствовать активности PARG в клетках. Так, PARG не может отщеплять 

проксимальный мономер АДФ-рибозы, что, предположительно, обусловлено стерическими 

затруднениями [291]. Для удаления АДФ-рибозы с моно(АДФ-рибозил)ированных белков 

существуют специализированные ферменты [292]. Динамическая регуляция уровня PAR в 

клетках может обеспечивать необходимый баланс РНК- и ДНК-белковых взаимодействий в 

различных системах. 

 

1.5. Y-бокс-связывающий белок 1 (YB-1) 

     Y-бокс-связывающий белок 1 (YB-1) является классическим РНК-связывающим белком, всё 

больше привлекающим внимание исследователей как возможный участник поддержания 

стабильности генома. Впервые Y-бокс-связывающие белки были описаны в 70-х годах 

прошлого века как мажорные компоненты цитоплазматических RNP-комплексов птиц и 

млекопитающих [293,294]. Независимо, в 1988 г. эти белки были впервые идентифицированы 

как ДНК-связывающие белки, взаимодействующие с Y-бокс мотивом (5'-CTGATTGGYYAA-3') 

– последовательностью, которая содержится в промоторных участках генов главного комплекса 

гистосовместимости класса II [295]. YB-1 является представителем наиболее изученного из 

трёх подсемейств Y-бокс-связывающих белков человека и выполняет самые разнообразные 

функции в соматических клетках [10]. 

 

1.5.1. Структурно-функциональная организация YB-1 

     Y-бокс-связывающий белок 1 человека состоит из 324 аминокислотных остатков, среди 

которых преобладают Arg (11.7%), Gly (12%), Pro (11%) и  Glu (8.3%) [10]. Особенностями YB-

1 являются очень высокая изоэлектрическая точка (~9.5) [296] и аномальная 

электрофоретическая подвижность: обладая молекулярной массой порядка 36 кДа, YB-1 

мигрирует в геле при SDS-электрофорезе как 50 кДа белок [10]. 
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     В белке выделяют три домена: N-концевой домен, богатый Ala и Pro (A/P-домен), домен 

холодового шока (CSD) и протяжённый C-концевой домен (CTD), содержащий чередующиеся 

кластеры положительно и отрицательно заряженных аминокислотных остатков [10] (рис. 7). 

Пространственная структура изолированного CSD, определённая методом ядерного магнитного 

резонанса [297], сходна со структурой бактериальных белков холодового шока и содержит 

консенсусные последовательности RNP1 и RNP2 [298], благодаря которым YB-1 может 

связываться с нуклеиновыми кислотами [299-301]. В отличие от белков холодового шока E.coli, 

температура плавления которых оценивается в 56°C [302], CSD обладает низкой стабильностью 

(при 25°C ~70% молекул в растворе находятся в нативном состоянии) [303], что связывают с 

наличием в CSD YB-1 длинной подвижной петли, отсутствующей у прокариот [297]. 

 

 

Рис. 7. Доменная организация белка YB-1. Цифры над рисунком обозначают позиции аминокислотных 

остатков. A/P – A/P-домен; CSD – домен холодового шока; NLS- сигнал ядерной локализации; CTD – 

C-концевой домен; CRS – сайт удержания в цитоплазме. Домены YB-1, обладающие неупорядоченной 

структурой, показаны серым цветом. 
 

     Согласно данным биоинформатического анализа и спектроскопии кругового дихроизма, A/P 

и CTD домены YB-1 обладают неупорядоченной структурой. Однако в CTD присутствует 

поли(L-пролиновая) спираль II типа [304], участие которой в межмолекулярном распознавании 

не требует существенного изменения конформации полипептидной цепи [305], и которая может 

служить для взаимодействия YB-1 с другими белками [306].  

     За распределение YB-1 внутри клетки ответственны сайт удержания в цитоплазме 

(cytoplasmic retention signal, CRS) между аминокислотными остатками 267 и 293 [5] и 

множественные сигналы ядерной локализации (nuclear localization signal, NLS): NLS-1 (149-

155), NLS-2 (185-194) и NLS-3 (276-292) [307]. Согласно последним данным, YB-1 содержит 

предполагаемый PY-NLS (174-202) – последовательность, необходимую для транспортин-1-

зависимого импорта YB-1 в ядро [308]. Интересно, что локализация PY-NLS в молекуле YB-1 

соотвествует неканоническому NLS (186-205), установленному первоначально с 

использованием делеционных мутантов YB-1 [5]. Так или иначе, в нормальных условиях CRS 

превалирует над NLS, способствуя удержанию YB-1 в цитоплазме [5]. Однако стрессорное 
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воздействие на клетку в определённых случаях может инициировать частичный протеолиз YB-

1 в районе Glu219 20S протеасомой, при этом белок, лишённый CRS, локализуется в ядре [7,8]. 

     Несмотря на преимущественно неупорядоченную структуру, YB-1 почти так же компактен 

как глобулярные белки [306]. Предполагается, что причиной этого может быть формирование 

солевых мостиков между положительно и отрицательно заряженными аминокислотными 

кластерами CTD YB-1 или стэкинг-взаимодействия гуанидиновой группы Arg с 

ароматическими кольцами Phe и Tyr [306]. 

 

1.5.2. Внутридоменные взаимодействия, олигомеризация и взаимодействия с 

другими белками 

     Методами коиммунопреципитации in vivo и осаждения рекомбинантным белком (pull-down) 

in vitro [309], а также с использованием гель-фильтрации [9] было показано, что 

полноразмерный YB-1 и его ядерная форма YB-1(1-219) имеют гомодимерную структуру. 

Согласно данным изотермической калориметрии (ITC), эти гомодимеры связывают одну 

молекулу оцРНК преимущественно посредством CSD и С1 частей C-концевых доменов YB-1 

(аминокислотные остатки 129-219, рис. 7) [9]. Авторы [9] показали, что отсутствие C2 (220-

324) CTD понижает сродство CSD YB-1 к оцРНК, и таким образом, расщепление YB-1 20S 

протеасомой может инактивировать связывание YB-1 с РНК и усиливать связывание с ДНК 

одновременно с локализацией YB-1 в ядре клетки [9]. 

     YB-1 способен формировать мультимерные комплексы различных типов [306]. В 

присутствии РНК YB-1 образует сферические частицы неустановленного строения, состоящие 

из 15-18 молекул [310]. Предполагается, что при этом CTD различных молекул YB-1 

формируют ядро частицы, а CSD связаны с РНК на поверхности [306]. Было показано, что 

свободный YB-1 может формировать олигомеры со сходной структурой, имеющие 

молекулярную массу 800-1000 кДа [311]. В условиях высокой ионной силы YB-1 может 

обратимо образовывать амилоидные фибриллы [312]. В формировании β-складок ключевую 

роль играет CSD, а неупорядоченные A/P и CTD домены YB-1 способны модулировать этот 

процесс: A/P-домен стимулирует формирование фибрилл, проксимальная часть CTD подавляет 

этот процесс при любой ионной силе раствора, а дистальная часть CTD элиминирует 

ингибирующий эффект его проксимальной части исключительно в условиях высокой ионной 

силы [313]. Предрасположенность CSD к формированию фибрилл, по-видимому, можно 

объяснить низкой стабильностью этого домена (температура плавления CSD составляет около 

39°C [304], поэтому в физиологических условиях большая часть CSD присутствует в 

денатурированном состоянии). Недавно было предложен механизм, согласно которому 
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способность YB-1 к мультимеризации может лежать в основе селекции мРНК и ДНК-молекул 

этим белком при реализации его функций в клетке [314] (см. далее). 

     На настоящий момент установлено физическое взаимодействие YB-1 со множеством 

различных белков. В частности, показаны белок-белковые взаимодействия YB-1 и ферментов 

разных систем репарации ДНК – эксцизионной репарации оснований (NEIL2 [14], APE1 [13], 

pol β [14], pol δ [12], PCNA [315], lig IIIα [14], мисматч-репарации (MSH2 [12]) и репарации 

двухцепочечных разрывов ДНК (Ku80 [12]). Во взаимодействии YB-1 с белками могут 

принимать участие все три домена YB-1 [10]. В некоторых случаях связывание с YB-1 может 

модулировать функции белка-партнёра. Например, как упоминалось ранее, YB-1 способен 

стимулировать активность ДНК-гликозилаз NEIL2 и NTH1 [14,15]. Недавно было установлено 

непосредственное взаимодействие YB-1 и ДНК-топоизомеразы 1 (TOPO1), которое усиливается 

при обработке клеток ингибитором TOPO1 камптотецином, и показана способность YB-1 

стимулировать активность TOPO1 [17]. Связывание YB-1 с транскрипционным фактором p53 

представляет один из примеров реципрокного взаимодействия, так как с одной стороны, 

приводит к стимуляции специфичного связывания p53 с его консенсусной 

последовательностью в ДНК, но с другой стороны, ингибирует связывание YB-1 с Y-бокс 

мотивом в промоторе гена множественной лекарственной устойчивости (Multidrug resistance, 

MDR1) [315].  

     Взаимодействие с белковыми партнёрами также может регулировать функции YB-1, в 

частности, опосредованные его связыванием с нуклеиновыми кислотами, а также 

внутриклеточную локализацию этого белка. Так, было показано, что APE1, преимущественно в 

ацетилированной форме, стабильно взаимодействует с YB-1 in vivo и увеличивает его сродство 

к Y-бокс элементу в промоторе гена MDR1, тем самым модулируя активность YB-1 как 

транскрипционного фактора [316]. В свою очередь, кислый белок YBAP1 (Y-box protein-

associated acidic protein, pI~4.4) может способствовать перестройке RNP-комплексов в 

цитоплазме, образованных YB-1 и его РНК-мишенями [317]. Интересно, что во взаимодействии 

с YBAP1, регулирующем РНК-связывающую активность YB-1, участвует основный 

положительно заряженный CTD YB-1 [317]. Наконец, было установлено, что связывание YB-1 

с несколькими белками, в том числе, p53, в районе NLS YB-1 (183-202) может играть ключевую 

роль в транслокации YB-1 в ядро и аккумуляции YB-1 в ядрах раковых клеток [318].  

 

1.5.3. Взаимодействие с нуклеиновыми кислотами 

     YB-1 представляет замечательный пример мультиспецифичного белка, способного 

взаимодействовать с тремя нуклеиновыми кислотами клетки – ДНК, РНК и поли(АДФ-

рибозой). При взаимодействии с ДНК [299,319] реализуется роль YB-1 в транскрипции [10] и 



45 
 

предполагаемое участие в репарации ДНК [12,319]. Под контролем YB-1 в качестве 

транскрипционного фактора находятся гены, экспрессия которых индуцируется внешним 

воздействием, и некоторые гены, продукты которых участвуют в репарации ДНК [10,320,321]. 

Как РНК-связывающий белок, YB-1 участвует в сплайсинге пре-мРНК [10,322], является 

мажорным белком RNP в цитоплазме [281], регулирует трансляцию мРНК [10,323] и может 

участвовать в отборе (sorting) молекул РНК, обладающих специфичными мотивами, для 

образования экзосом [324,325]. Установлено, что YB-1 взаимодействует с большим числом 

некодирующих РНК [326,327], обладает повышенным сродством к повреждённым ДНК и РНК 

[12,319,328], а также идентифицирован среди PAR-связывающих белков [18]. 

     Сайты связывания ДНК и РНК в молекуле YB-1 различны. Методом изотермической 

калориметрии было установлено, что наибольшим сродством к оцРНК обладает CSD YB-1 [9]. 

В связи с тем, что наблюдалось ухудшение связывания YB-1(1-219) с оцРНК при высокой 

ионной силе раствора (500 мМ NaCl, по сравнению со 150 мМ NaCl), было предположено, что 

движущей силой этого процесса являются электростатические взаимодействия [9]. 

Проксимальная часть CTD (C1) YB-1 была идентифицирована как специфический домен 

связывания ДНК, причём сродство С1 к оцДНК возрастало с увеличением концентрации соли в 

растворе, указывая на то, что данное взаимодействие не является электростатическим [9]. 

Авторы [9] показали, что для взаимодействия C1 YB-1 и оцДНК необходимо нарушение 

стэкинга азотистых оснований ДНК, как это имеет место при взаимодействии ДНК и SSB [329]. 

Одним из возможных механизмов связывания CTD YB-1 и оцДНК, таким образом, может быть 

катионное π-взаимодействие, которое, в отличие от солевых мостиков, сохраняется в 

различных растворителях [330]. В комплексах нуклеиновых кислот и белков катионное π-

взаимодействие реализуется с участием осно́вных аминокислотных остатков (Lys, Arg) белка и 

пуриновых азотитых оснований нуклеиновой кислоты (A и G), причём наибольшая сила 

взаимодействия наблюдается для пары Arg-G [331]. Это предположение отчасти 

подтверждается теми фактами, что в CTD YB-1 присутствует несколько Arg, а при анализе 

взаимодействия YB-1 с 8-звенными олигодезоксирибонуклеотидами, иммобилизованными на 

микрочип, было обнаружено, что к одноцепочечному мотиву GGGG в составе октануклеотида 

YB-1 проявляет значительно большее сродство, чем к последовательностям, встречающимся в 

Y-боксах [328]. Хотя специфичными участками связывания оцРНК и оцДНК являются CSD и 

С1 CTD, соответственно, CSD также может вносить вклад во взаимодействие YB-1 с оцДНК, а 

CTD – во взаимодействие с оцРНК (аминокислотные остатки 130-219) и регулировать 

стехиометрию связывания оцРНК (220-324 фрагмент CTD) [9]. 

     Сродство YB-1 к последовательностям нуклеотидов в ДНК убывает в ряду оцGGGG > 

оц(дц)CACC, оц(дц)CATC > CTGATTGGYYAA (Y-бокс) [328]. Во многих работах показано, 
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что YB-1 проявляет большее сродство к одноцепочечной форме ДНК, чем к двухцепочечной 

[332]. Специфичные последовательности для связывания YB-1 в РНК были идентифицированы 

в мРНК YB-1 (5'-UCCAA
G� CA-3') [327], мРНК протамина (5'-UCCAUCA-3') [333] и других 

генов, а также РНК некоторых вирусов [334]. Недавно с использованием биоинформатического 

анализа последовательность 5'-ACCAGCCU-3' была идентифицирована среди мажорных 

структурных мотивов экзосомальных мРНК [324]. Методом точечного мутагенеза было 

установлено, что именно нуклеотиды C в третьем положении, A в четвёртом и C в шестом 

определяют повышенное сродство YB-1 к этим последовательностям [333]. Тем не менее, 

согласно новым данным, полученным Малыгиным с соавт., YB-1 способен специфически 

взаимодействовать также с последовательностями, не содержащими этих структурных 

элементов – 5'-CAGUGAGC-3' и 5'-UAAUCCCA-3' [324]. Наряду с вышеупомянутым мотивом 

5'-ACCAGCCU-3', эти последовательности наиболее часто встречаются в экзосомальных мРНК 

[324]. Идентификация YB-1 в экзосомах, секретируемых клетками линии HEK293, а также 

установление способности этого белка связываться со всеми тремя специфическими мотивами 

РНК в экстрактах клеток, позволили предположить роль YB-1 в селекции молекул мРНК для 

формирования экзосом [324].  

     В некоторых случаях специфическое распознавание последовательности может 

использоваться для YB-1-опосредованного привлечения факторов процессинга ДНК или РНК 

(например, при сплайсинге [10,335]) или обеспечивать более корректное распознавание этими 

белками их мишеней [10]. Связываясь с нуклеиновыми кислотами, YB-1 проявляет свойства 

ДНК- и РНК-шаперона [310,311,328,336]. При этом полярность эффекта 

(плавление/образование вторичной структуры ДНК или РНК) зависит от соотношения YB-1 и 

нуклеиновой кислоты [311]. Эта способность YB-1, по-видимому, может лежать в основе ряда 

механизмов регуляции метаболизма ДНК и РНК этим белком. Так, 

стабилизация/дестабилизация ДНК промоторных областей генов является распространённой 

стратегией функционирования YB-1 в качестве транскрипционного фактора [10], а 

стехиометрия YB-1 и его мРНК-мишени в цитоплазматических RNP-комплексах определяет 

трансляционный статус мРНК [310]. 

     Для репрессии трансляции необходимо большое количество YB-1 (~1 молекула белка на 30 

нуклеотидов) [337]. Недавно было показано, что такое соотношение в клетках может 

достигаться для определённых мРНК (например, мРНК YB-1 [338]) за счёт их селективного 

распознавания и кооперативного связывания белком YB-1 [314]. Предполагается, что подобный 

механизм репрессии трансляции может быть общим для различных РНК-связывающих белков, 

т.к. способность к само-ассоциации широко распространена среди RBP, вероятно, в силу 
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высокой частоты встречаемости в последовательностях этих белков доменов низкой сложности 

и IDPR [217]. Так, мультимеризация на РНК-мишенях была показана ранее для ряда RBP, 

включая HuR и FUS [339-341]. Недавно было установлено, что присутствие в 

последовательности РНК специфических мотивов, характерных для экзосомальных мРНК (см. 

выше), способствует селективному распознаванию и кооперативному связыванию (5 моль 

белка на моль РНК) этой РНК белком YB-1 [325]. 

     Также, если ранее оставалось неясным, каким образом YB-1, обладая низким сродством к 

дцДНК (Kd ~µМ [332,342]), может конкурировать с ДНК-связывающими белками в ядре [20], 

авторы [314] предлагают альтернативную гипотезу, согласно которой YB-1 следует 

рассматривать не как изолированный белок, имеющий высокое сродство к специфическим 

сайтам ДНК, но как белок, способный мультимеризоваться при взаимодействии с 

определёнными ДНК-структурами, выступающими в качестве точек нуклеации (например, 

крестообразными структурами [314]). Энергетическое преимущество формирования 

мультимеров YB-1 на ДНК складывается из энергетической выгоды взаимодействий YB-1-ДНК 

и YB-1-YB-1 и существенно уменьшает вероятность вытеснения YB-1 другими белками [314]. 

Интересно, что YB-1 способен формировать мультимеры в участках взаимодействия двух 

различных молекул ДНК, удерживая их в непосредственной близости [314], и тем самым, 

способствовать/интерферировать с такими системами репарации ДНК, как гомологичная 

рекомбинация [343]. Сходная роль временного соединения концов двунитевых разрывов ДНК 

была предложена для длинных некодирующих РНК [344] и поли(АДФ-рибозы) [169].  

 

1.5.4. YB-1 как молекулярный маркёр и мишень противоопухолевой терапии 

     Изучение механизмов онкогенеза является одним из приоритетных направлений медико-

биологических исследований. Около 20 лет назад была впервые обнаружена корреляция между 

повышенным уровнем YB-1 и развитием опухолевого фенотипа клеток (содержание YB-1 в 

цитоплазме было повышено в 27 из 27 случаев рака молочной железы при том, что этот белок 

не детектировался в нормальной ткани органа) [19]. На настоящий момент не вызывает 

сомнений значительное изменение экспрессии YB-1 (на уровне мРНК и белка) в 

онкотрансформированных клетках. Эта корреляция настолько ярко выражена, что YB-1 

предложен в качестве молекулярного маркёра диагностики определённых типов рака (в 

частности, рака молочной железы) [10,20]. Более того, во многих случаях наблюдается 

появление YB-1 в ядрах клеток или повышенное содержание этого белка в тканях, прилежащих 

к опухоли [10,345]. Эти изменения достигают максимума в агрессивных опухолях, устойчивых 

к химиопрепаратам и на последних стадиях заболевания [20]. 
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     К настоящему моменту были предприняты неоднократные попытки использовать YB-1 в 

качестве мишени противоопухолевой терапии [346-348]. Как считают многие исследователи, 

повышение уровня YB-1 и/или его ядерная локализация в онкотрасформированных клетках 

являются не следствием, а одной из существенных причин раковой трансформации. Показано, 

что в силу своей поразительной мультифункциональности YB-1 может вносить вклад во все 

девять «визитных карточек рака» (регуляторных путей канцерогенеза) Ханахана и Вайнберга 

[349,350], и поэтому может рассматриваться в качестве одного из ключевых регуляторов 

биологии раковых клеток [348]. Y-бокс элементы обнаружены в промоторных и энхансерных 

областях широкого спектра генов, которые сверхэкспрессируются при раке, включая ген 

множественной лекарственной устойчивости MDR1 [20]. 

     Приобретение раковыми клетками устойчивости к лекарственным препаратам является 

существенным препятствием при терапии онкологических заболеваний. Известно, что 

вероятность излечения различных видов рака без рецидивов после химиотерапии ниже в том 

случае, если YB-1 сверхэкспрессирован в клетках опухоли и/или локализован в ядре [351-355]. 

Согласно многочисленным данным, белок YB-1 снижает чуствительность клеток опухоли к 

химиопрепаратам различных классов [347,356-358]. Наиболее важной представляется 

способность YB-1 защищать от действия лекарств стволовые клетки, в том числе, стволовые 

клетки опухолей, что может лежать в основе рецидивов рака [21,356]. Молекулярные 

механизмы участия YB-1 в возникновении химиорезистентности раковых клеток на настоящий 

момент не изучены до конца. Предполагается, что YB-1 может либо действовать через белки, 

обеспечивающие развитие устойчивости к химиотерапии, либо сам принимает 

непосредственное участие в репарации ДНК и/или её регуляции [10]. В частности, показана 

корреляция сверхэкспрессии и/или ядерной локализации YB-1 с активацией гена MDR1 [359-

361]. Данные о непосредственном участии YB-1 в транскрипции MDR1 противоречивы. Так, 

ряд работ свидетельствует о том, что YB-1 может стимулировать экспрессию репортёрных 

генов, находящихся под контролем промотора гена MDR1 [11]. Однако YB-1 не 

обнаруживается в составе ДНК-белковых комплексов, собирающихся в ядерных экстрактах 

клеток на олигонуклеотидах, имитирующих промотор MDR1 [362]. В работе [20] предложена 

альтернативная гипотеза, согласно которой YB-1 может локализоваться в области, близкой к 

промотору или другим регуляторным элементам гена MDR1, не за счёт связывания с ДНК, а 

посредством взаимодействия с пре-мРНК, синтезируемой с этого гена.  

 

Заключение 

     Эволюционное увеличение сложности организмов коррелирует с развитием регуляторных 

систем. В то же время, ограничение размера клетки приводит к росту мультифункциональности 
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биополимеров. Мультифункциональность, то есть способность принимать участие в нескольких 

биохимических процессах, тесно связана со способностью взаимодействовать с различными 

партнёрами, структура большинства из которых строго детерменирована их функцией в клетке. 

Использование модульной структуры из блоков, обладающих разной специфичностью, не даёт 

полного решения этой проблемы, поскольку сохраняет ограничение на количество возможных 

взаимодействий. Изящное решение этой задачи было реализовано путём упрощения 

аминокислотной последовательности белков, приводящей к достижению максимальной 

структурной сложности [223,363]. Появление белков с неупорядоченнной структурой 

позволило значительно расширить спектр возможных внутриклеточных взаимодействий за счёт 

уникальных биофизических особенностей этих представителей белкового царства [363]. 

Обладая мультивалентностью в сочетании с малым объёмом, неупорядоченные белки способны 

вовлекаться в самые разные клеточные процессы и образовывать узловые точки интерактомов, 

выступая в качестве ключевых регуляторных белков клетки. 

     Параллельно с преобразованием протеома, в ходе эволюции у высших эукариот появляется 

большое разнообразие некодирующих нуклеиновых кислот, служащих для регуляции базовых 

систем РНК- и ДНК-белковых взаимодействий. В поддержании стабильности генома этих 

организмов особое место занимает «третья нуклеиновая кислота» – поли(АДФ-рибоза), синтез 

которой из НАД+ стимулируется в присутствии повреждённой ДНК. Образование PAR, 

модулирующей взаимодействия РНК- и ДНК-связывающих белков с их мишенями, приводит к 

сборке специфических функциональных комплексов, необходимых для регуляции ключевых 

процессов клеточного метаболизма в условиях стрессорного воздействия. 

     Настоящая работа посвящена изучению роли мультифункционального РНК-связывающего 

белка YB-1 в регуляции эксцизионной репарации оснований ДНК. Мы исследовали как 

непосредственный регуляторный потенциал YB-1 в отношении ключевых ферментов BER 

(APE1, NEIL1 и pol β), так и способность YB-1 функционально взаимодействовать с PARP1, 

участвуя в центральной регуляторной системе BER – процессе поли(АДФ-рибозил)ирования. 
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Глава 2. ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 

 

 

 

2.1. Материалы 

     В работе использовали N,N'-метиленбисакриламид (Amresco, США), акриламид (AppliChem, 

Германия), мочевину, формамид (PanReac, Испания), 2-[4-(2-гидроксиэтил)пиперазин-1-

ил]этансульфоновую кислоту (HEPES), персульфат аммония (ПСА) (PanReac AppliChem, ITW 

Inc.), тетраметилэтилендиамид (ТЕМЕД) (Helicon, Россия), глицерин (GERBU Biotechnik 

GmbH, Германия), трис(гидроксиметил)аминометан (Tris) (Amresco, США), глицин (MP 

Biomedicals, США), додецилсульфат натрия (SDS) (Fluka, Швейцария), диэтиламиноэтил 

целлюлозные (DEAE) фильтры DE-81 (Whatman, Великобритания), бумагу для хроматографии 

(GE Healthcare), аденозинтрифосфорную кислоту (ATP), протеиназу К (СибЭнзим, 

Новосибирск), фенол:хлороформ:изоамиловый спирт (25:24:10), бычий сывороточный 

альбумин (BSA), никотинамидадениндинуклеотид (НАД+), β-никотинамид мононуклеотид, N-

сукцинимидный эфир 5(6)-карбоксифлуоресцеина (FAM-SE), среду LB Broth (Sigma-Aldrich, 

США), [γ-32P]ATP, [α-32P]ATP (Лаборатория биотехнологии, ИХБФМ СО РАН), ДНКазу 1 

(ThermoScientific, США), бензоназу (Novagen, Дания). Также в работе были использованы 

следующие реактивы: NaCl, KCl, имидазол, MgCl2, NaOH, HCl, LiClO4, Mg2SO4, Na2HPO4, 

KH2PO4, (NH4)2SO4,  H3BO3, 2-(N-морфолино)этансульфоновая кислота (MES), NaBH4, 

дитиотреитол (DTT), глюкоза, α-лактоза, агар, ампициллин, фенилметилсульфонилфторид 

(PMSF), этанол, ацетон, трихлоруксусная кислота (ТХУ). Реактивы отечественного 

производства были квалификации о.с.ч. Для осаждения олигонуклеотидного материала 

использовался перегнанный этанол. 

     Мутантная форма YB-1, лишённая C-концевого домена (AP-CSD), была любезно 

предоставлена д.б.н., академиком Л. П. Овчинниковым и к.б.н. Д. А. Кретовым. Препараты р24, 

pol β, APE1 и укороченной формы APE1, лишённой 35 аминокислотных остатков с N-конца 

(N∆35APE1) любезно предоставлены д.х.н. Н. А. Моор. Рекомбинантый PARP1 любезно 

предоставлен к.б.н. М. В. Сухановой. Препараты NEIL1, PARP2, PARP3, PARG, Ung, 

никотинамид мононуклеотид аденилтрансферазы (NMAT), а также полинуклеотид киназы фага 

T4 (PNK) для работы любезно предоставили д.б.н. Д. О. Жарков, к.х.н. М. М. Кутузов, к.х.н. Е. 

А. Белоусова, к.х.н. Е. С. Ильина, д.б.н. С. Н. Ходырева, к.х.н. С. И. Шрам и к.х.н. И. О. 

Петрусёва, соответственно. Плазмиды pLATE-51-YB-1 и pLATE-51-YB-1(1-219) для выделения 
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рекомбинантных аналогов полноразмерной и ядерной форм белка YB-1 были сконструированы 

и любезно предоставлены магистром К. Н. Науменко.  

     В работе использовали антитела против YB-1 (любезно предоставлены академиком Л. П. 

Овчинниковым и к.б.н. Д. А. Кретовым, изготовлены согласно [364]), антитела против 

поли(АДФ-рибозы) (Trevigen, США) и антитела против IgG кролика, конъюгированные с 

пероксидазой хрена (Биосан, Россия); а также хемилюменесцентный субстрат для пероксидазы 

хрена SuperSignal West Pico (ThermoScientific, США).  

     Олигонуклеотиды (табл. 1), использованные для создания модельных ДНК-структур (табл. 

2), были сконструированы в Лаборатории медицинской химии ИХБФМ. Олигонуклеотид, 

содержащий остаток 5-(1,2-дигидроксиэтил)-урацила, синтезирован и любезно предоставлен 

к.х.н. Т. С. Зацепиным. Олигонуклеотид, содержащий остаток флуоресцеин-5(6)-

карбоксиамидокапроил-[5-(3-аминоаллил)-2'-дезоксиурацила], любезно предоставлен д.х.н. В. 

Н. Сильниковым. Активированную ДНК, суммарный препарат РНК клеток линии HeLa и 

олигорибонуклеотид oligoRNA любезно предоставили Н. Д. Гайко, к.х.н. М. М. Кутузов и к.х.н. 

Д. Е. Шарифулин, соответственно. 

 

Таблица 1. Условные обозначения и последовательности олигонуклеотидов, использованных в работе. 

U – остаток урацила; X – остаток 5-(1,2-дигидроксиэтил)-урацила; F – флуоресцентная группировка. 

Синим цветом выделены последовательности, образующие некомплементарные области при отжиге с 

соответствующей цепью. 

woU 5'-cggta tccac caggt ctgag acaac gatga agccc aagcc agatg aaatg tagtc-3' 

U17 5'-cggta tccac caggt cUgag acaac gatga agccc aagcc agatg aaatg tagtc-3' 

Comp 5'-gacta cattt catct ggctt gggct tcatc gttgt cccag acctg gtgga taccg-3' 

foU 5'-gacta cattt catct ggctt gggct tcatc gttgt cXcag acctg gtgga taccg-3' 

mm 5'-gacta cattt catct ggctt gggct tcatc gttgt cgcag acctg gtgga taccg-3' 

Bub5 5'-cggta tccac caggt cacUc tcaac gatga agccc aagcc agatg aaatg tagtc-3' 

Bub17 5'-cggta tccac gtcca tacUc tgtgt tgtga agccc aagcc agatg aaatg tagtc-3' 

BubL 5'-cggta tccac caggt ctgUc tgtta cgact tcggt aagcc agatg aaatg tagtc-3' 

BubL3 5'-cggta tccac caggt cacUc tgtta cgact tcgcc aagcc agatg aaatg tagtc-3' 
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BubL-3 5'-cggta tccac caggt ctgUg agtta cgact tcggt ttccc agatg aaatg tagtc-3' 

addU17 5'-a gacta cattt catct g-3' 

oligoRNA 
5'-gggaga aaaaag aaagaa auguuc uucuuc uaagaa gaaaga aaagaa aaagaa aaaaga caaaga 

cacgaa ggaaga-3' 

An1 5'-ggaag accct gacgt ttccc aactt tatcg ccF-3' 

An2 5'-ggcga taaag ttggg-3' 

An3 5'-aacgt caggg tctcc c-3' 

P3-1 5'-gacaa cgatg aagcc-3' 

P3-2 5'-cggta tccac caggt ctg-3' 

Matr-3 5'-ggctt catcg ttgtc tcaga cctgg tggat accg-3' 

 

Состав основных буферных растворов, использованных в работе 

1. Буфер Ni-A: 20 мМ Tris-HCl pH 8.0, 1.5 M NaCl, 20 мМ имидазол, 10 % глицерин, 0.1 % NP-

40. 

2. Буфер Ni-B: 20 мМ Tris-HCl pH 8.0, 1.5 M NaCl, 500 мМ имидазол, 10 % глицерин, 0.1 % NP-

40. 

3. Буфер ион-A: 20 мМ Hepes-KOH pH 8.0, 10 % глицерин, 0.1 % NP-40. 

4. Буфер ион-B: 20 мМ Hepes-KOH pH 8.0, 2 М KCl, 10 % глицерин, 0.1 % NP-40. 

5. Буфер для гель-фильтрации: 20 мМ Hepes-KOH pH 8.0, 1 М KCl. 

6. 10х TBE: 500 мМ Tris-HCl pH 8.0, 500 мМ H3BO3, 10 мМ ЭДТА. 

7. 10х Tris-Gly: 250 мМ Tris, 2.5 М глицин, 1% SDS. 

8. 1х буфер F1: 100 мМ MES pH 7.0, 300 мМ NaCl. 

9. 1х буфер F2: 100 мМ MES pH 7.0, 300 мМ NaCl, 10 мМ DTT. 

10. 1х буфер F3: 50 мМ Hepes-KOH pH 8.0, 100 мМ NaCl, 5 мМ DTT. 

11. 10х RBp1: 500 мМ Tris-HCl pH 8.0, 400 мМ NaCl, 10 мМ DTT. 

12. 10х RBp3: 200 мМ Hepes-KOH pH 7.6, 500 мМ KCl, 50 мМ MgCl2, 10 мМ DTT, 1 г/л BSA. 

13. 10х RBa: 250 мМ Tris-HCl pH 8.0, 1 М NaCl, 4 г/л BSA. 

14. 10х RBd: 500 мМ Tris-HCl pH 8.0, 1 М NaCl, 50 мМ MgCl2, 5 мМ ЭДТА, 10 мМ DTT, 6 г/л 

BSA. 

15. 1х TBS: 50 мМ Tris-HCl рН 7.6, 150 мМ NaCl. 
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16. 1х TBST: 50 мМ Tris-HCl рН 7.6, 150 мМ NaCl, 0.1% Tween-20. 

17. 1х MSB: 0.2 М Gly-HCl pH 2.75, 0.1% SDS, 1% Tween 20. 

 

2.2. Методики экспериментов 

2.2.1. Электрофоретическое разделение белков 

     Электрофоретическое разделение белков в полиакриламидном геле (ПААГ), содержащем 

SDS (SDS-ПААГ) проводили в соответствии с [365]. Перед нанесением на гель в 

анализируемые образцы добавляли 5х денатурирующий буфер Леммли (156 мМ Tris-HCl pH 

6.8, 5% SDS, 5% β-меркаптоэтанол, 25% глицерин, 0.025% бромфеноловый синий) и прогревали 

их в течение 2 мин при 97°C. Концентрирующий гель содержал 4.5% акриламид, 0.125% N,N'-

метиленбисакриламид, 0.124 М Tris-HCl pH 6.8, 0.1% SDS, 0.1% ПСА, 0.1% ТЕМЕД. 

Разделяющий гель 1 (4%) содержал 4% акриламид, 0.1% N,N'-метиленбисакриламид, 0.375 М 

Tris-HCl pH 8.8, 0.1% SDS, 0.1% ПСА, 0.1% ТЕМЕД. Разделяющий гель 2 (10%) содержал 10% 

акриламид, 0.14% N,N'-метиленбисакриламид, 0.47 М Tris-HCl pH 8.8, 0.1% SDS, 0.1% ПСА, 

0.1% ТЕМЕД. Электрофоретическое разделение образцов осуществляли в вертикальных 

пластинах 11.5×8.5×(0.05-0.1) см или 16.5×14.5×0.75 см с использованием 1х буфера Tris-Gly 

при силе тока 25 мА или 40 мА, соответственно. Гели окрашивали Кумасси (45% этанол, 10% 

уксусная кислота, 0.1% R250 Кумасси), сушили при помощи Gel Dryer («Cole-Parmer», Россия); 

положение белков, содержащих [α-32P]-метку определяли радиоавтографией  с использованием 

прибора Typhoon FLA 7000 (GE Healthcare). 

 

2.2.2. Электрофоретическое разделение олигонуклеотидов 

     Электрофоретическое разделение нуклеиновых кислот в денатурирующих условиях 

осуществляли согласно [366] с модификациями. Перед нанесением на гель анализируемые 

образцы прогревали в течение 2 мин при 97°C с добавлением 5х денатурирующего буфера 

(формамид, 0.025% ксиленцианоловый и 0.025% бромфеноловый синий). Денатурирующий 

ПААГ содержал 19% акриламид, 1% N,N'-метиленбисакриламид, 7 М мочевину, 0.1% ПСА, 

0.1% ТЕМЕД. Электрофорез образцов проводили с использованием 1х TBE в качестве 

электродного буфера в вертикальных пластинах 44×19.5×0.035 см при мощности тока 30 Вт. 

Гели сушили при помощи Gel Dryer («Cole-Parmer», Россия), положение олигонуклеотидов, 

содержащих [γ-32P]-метку, определяли радиоавтографией  с использованием прибора Typhoon 

FLA 7000 (GE Healthcare). 
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2.2.3. Анализ белок-нуклеиновых комплексов методом задержки в геле 

     Комплексообразование белков с ДНК (или поли(АДФ-рибозой), PAR) проводили в течение 5 

мин при 37°C. Затем в реакционные смеси добавляли 5х буфер нанесения (20 мМ Tris-HCl pH 

7.5, 10% глицерин, 0.025% бромфеноловый синий) и наносили образцы на предварительно 

охлаждённый нативный ПААГ (7% акриламид, 0.09% N,N'-метиленбисакриламид, 0.5х TBE, 

0.1% ПСА, 0.1% ТЕМЕД). Электрофоретическое разделение образцов проводили в 

вертикальных пластинах 11.5×8.5×(0.05-0.1) см или 16.5×14.5×0.75 см при напряжении ~ 10 

В/см (4°C, 0.5х TBE). Гели сушили при помощи Gel Dryer («Cole-Parmer», Россия), положение 

олигонуклеотида (или PAR), содержащего радиоактивную метку, и белок-нуклеиновых 

комплексов определяли радиоавтографией  с использованием прибора Typhoon FLA 7000 (GE 

Healthcare).  

 

2.2.4. Очистка олигонуклеотидов гель-электрофорезом 

     Очистку олигонуклеотидов проводили с помощью электрофоретического разделения в 20%-

ом ПААГ. Нуклеотидный материал выделяли из соответствующего участка геля, 

локализованного по поглощению УФ-света на длине волны 254 нм, электроэлюцией на бумагу 

DE-81. Продукт элюировали с DE-81 3 порциями по 25 мкл раствора 4 М LiClO4 (60°C). К 

элюату добавляли 800 мкл ацетона (4°C), смесь выдерживали при -40°C в течение ночи. 

Олигонуклеотидный материал осаждали (15 мин, 13000g, 4°C), трижды промывали ацетоном 

(4°C), подсушивали на воздухе и растворяли в воде до необходимой концентрации. 

 

2.2.5. Получение олигонуклеотида, содержащего остаток 5-формилурацила, из 

предшественника 

     Окисление остатка 5-(1,2-дигидроксиэтил)-урацила в составе олигонуклеотида до 5-

формилурацила (5-foU) осуществляли в смеси, содержащей 10 мМ NaIO4, 250 мМ NaOAc, pH 

4.0, в течение 1 ч при комнатной температуре [367]. Олигонуклеотидный материал высаживали 

в присутствии 2.3 М LiClO4 и 90% ацетона при -20°C в течение ночи. Осадок центрифугировали 

(15 мин, 13000g, 4°C), трижды промывали ацетоном (4°C), подсушивали на воздухе и 

растворяли в воде до необходимой концентрации. 

 

2.2.6. Получение олигонуклеотидов, содержащих [γ-
32

P]-метку на 5'-конце 

     Введение радиоактивной метки на 5'-конец олигонуклеотидов проводили с помощью 

полинуклеотидкиназы фага Т4 как описано в [368]. Реакционные смеси объёмом 21.4 мкл 

содержали 1х буфер PNK (СибЭнзим), 20 единиц активности (е.а.) PNK, 2-5 МБк [γ-32P]ATP и 



55 
 

500 пмоль олигонуклеотида для мечения. Реакцию проводили в течение 30 мин при 37°C, затем 

добавляли 10 е.а. PNK, ATP до 1 мМ и инкубировали в течение 1 ч при 37°C. Очистку 

олигонуклеотида, содержащего радиоактивную метку, от непрореагировавшего [γ-32P]ATP 

осуществляли через колонку MicroSpin G-25 (GE HealthCare). Для этого предварительно 

ресуспрендировали гель в колонке и удаляли буфер хранения (центрифугированием 2×1 мин 

при 725 g). Реакционную смесь наносили на хроматографическую смолу в центре колонки и 

элюировали в течение 1 мин при 725 g. Колонку трижды промывали водой (по 25 мкл); 

объединяли проскок и промывки, не содержащие свободной радиоактивной метки. 

 

2.2.7. Получение двухцепочечных ДНК-структур 

     Для приготовления ДНК-дуплексов олигонуклеотид, содержащий радиоактивную либо 

флуоресцентную метку, и соответствующую комплементарную цепь смешивали в молярном 

соотношении 1:1.2 в воде. Конечный объем смеси составлял 25 мкл. Реакционную смесь 

инкубировали 5 мин при 97°C, затем медленно охлаждали до комнатной температуры. 

Условные обозначения и схематические изображения использованных в работе ДНК-дуплексов 

представлены в табл. 2. 

 

Таблица 2. Условные обозначения и схематические изображения ДНК-дуплексов, использованных в 

работе.  (U) – остаток урацила;  (foU) – остаток формилурацила;  (F) – флуоресцентная метка; 

 – радиоактивная метка. 

Условное 

обозначение, 

отжигаемые цепи 

Схематическое 

изображение 

Условное 

обозначение, 

отжигаемые цепи 

Схематическое 

изображение 

woU-Comp 

woU + Comp 
 

Bub5-Comp 

Bub5 + Comp 
 

U17-Comp 

U17 + Comp 
 

Bub17-Comp 

Bub17 + Comp 
 

U17-foU 

U17 + foU 

 

BubL-Comp 

BubL + Comp 
 

U17-mm 

U17 + mm 
 

BubL-3-Comp 

BubL-3 + Comp 
 

Nick 

An1 + An2 + An3 
 

BubL3-Comp 

BubL3 + Comp 
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Nick-2 

Matr-3 + P3-1 + P3-

2  

U17-addU17 

U17 + addU17 
 

 

2.2.8. Введение флуоресцентной метки на 3'-конец U17 

     Перед проведением реакции произвели отжиг олигонуклеотидов addU17 и U17 (согласно 

пункту 2.2.7.). Реакционная смесь объёмом 100 мкл содержала 50 мМ Tris-HCl, pH 8.6, 50 мМ 

KCl, 6 мМ MgCl2, 4 мкМ ДНК-дуплекс U17-addU17, 12 мкМ Flu-12-dUTP и 8.4 мкМ pol β. 

Реакционную смесь инкубировали в течение 30 мин при 37°C, затем добавляли 100 мкл 

денатурирующего буфера и прогревали в течение 10 мин при температуре 97°C. Весь объём 

реакционной смеси наносили на препаративный 15%-ый  ПААГ с 7 М мочевиной и проводили 

электрофоретическое разделение продуктов реакции (см. пункт 2.2.2.). Визуализацию продукта 

реакции в геле проводили с использованием прибора Typhoon FLA 7000 (GE Healthcare). 

Полосу геля, содержащую элонгированный олигонуклеотид U17
Flu, вырезали, продукт 

электроэлюировали в раствор, осаждали и растворяли в воде согласно пункту 2.2.4.  

 

2.2.9. Получение апуриновых/апиримидиновых сайтов in situ 

     Апуриновые/апиримидиновые (AP-) сайты в олигонуклеотидах, содержащих остаток 

урацила, получали непосредственно перед проведением ферментативных реакций как описано 

ранее [369]. Реакционные смеси (25 мкл) содержали олигонуклеотид, 1х рабочий буфер RB, 

используемый в последующей реакции, а также урацил-ДНК-гликозилазу (Ung) (из расчёта 0.2 

единиц активности (е.а.) на 1 пмоль двухцепочечной ДНК или 0.3 е.а. на 1 пмоль 

одноцепочечной ДНК). Реакцию проводили в течение 20 мин при 37°C. Далее в тексте ДНК-

структуры с AP-сайтом, обозначаются добавлением приставки AP- к условному названию 

исходного урацил-содержащего олигонуклеотида. 

 

2.2.10. Щелочной гидролиз AP-сайтов 

     Реакцию щелочного гидролиза AP-сайтов использовали для контроля выхода ДНК-

гликозилазной реакции, катализируемой Ung (2.2.9.). Для этого в аликвоту реакционной смеси 

после (2.2.10.) добавляли 1/10 от объёма 1 М NaOH, прогревали 5 мин при 97°C, затем 

нейтрализовали pH раствора добавлением эквивалентного количества 1 М HCl с прогреванием 

в течение 3 мин при 97°C. 
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2.2.11. Получение рекомбинантных аналогов полноразмерной и ядерной форм 

белка YB-1 

     Рекомбинантные аналоги полноразмерной и ядерной формы YB-1, несущие на N-конце 

гексагистидиновый пептид (his-tag) были получены по методике, разработанной магистром 

Науменко К. Н.. 

 

2.2.11.1. Выделение и очистка рекомбинантного белка his-tagYB-1 

     Рекомбинантный his-tagYB-1 был синтезирован с использованием плазмиды pLATE-51-YB-1 

в E. coli (штамм BL21(DE3)). Клетки выращивали на среде для автоиндукции ZYP-5052 (1% 

триптон, 0.5% дрожжевой экстракт, 0.5% NaCl, 50 мМ Na2HPO4, 50 мМ KH2PO4, 25 мМ 

(NH4)2SO4, 1 мМ Mg2SO4, 0.5% глицерин, 0.05% глюкоза, 0.2% лактоза) 18 часов. Полученную 

биомассу ресуспендировали в 20 мМ Tris-HCl pH 8.0, 1 мМ PMSF, добавляли лизоцим и 

инкубировали 20 мин на льду. Для разрушения мембран добавляли буфер 20 мМ Tris-HCl pH 

8.0, 3 М NaCl, 2 % NP-40 в пропорции 1:1. Освободившуюся ДНК разрушали в ультразвуковом 

дезинтеграторе в течение 15 мин. Для осаждения клеточных мембран лизат клеток 

центрифугировали 30 мин при 30000 g в роторе JA-25.50 (Beckman). 

     1. Металл-хелатная хроматография. Никель-хелатную хроматографию проводили на 

приборе ÄCTA start (GE Healthcare). Супернатант наносили на колонку с носителем Ni-NTA, 

уравновешенную буфером Ni-A (см. раздел 2.1) и элюировали 50% буфером Ni-B (см. раздел 

2.1). При этом элюция целевой фракции происходила в ходе ступенчатого градиента по 

имидазолу от 20 мМ (0% буфера B) до 250 мМ (50% буфер B). 

     2. Ионообменная хроматография. Элюированные пробы разбавляли в 4 раза буфером ион-

A (см. раздел 2.1) и наносили на колонку 5-50 MonoS (GE HealthCare), уравновешенную 25% 

буфером ион-B (см. раздел 2.1). Ионообменную хроматографию проводили на приборе ÄCTA 

pure (GE Healthcare). Белок элюировали в ходе линейного градиента концентрации KCl от 0.5 М 

(25% буфер ион-B) до 2 М (100% буфер ион-B). 

     3. Концентрирование образца для гель-фильтрации. Полученные в ходе предыдущей 

хроматографии фракции белка объединяли (~ 2 мл), разбавляли в 2 раза 20 мМ Hepes-KOH pH 

8.0 и наносили на колонку 5-50 MonoS (GE HealthCare), уравновешенную 25% буфером ион-B. 

Концентрирование образца проводили с использованием прибора ÄCTA pure (GE Healthcare в 

ходе ступенчатого градиента концентрации KCl от 0.5 М (25% буфер ион-B) до 1.5 М (75% 

буфер ион-B). 

    4. Гель-фильтрация. Сконцентрированный образец (~700 мкл) наносили на колонку 

Superdex 16-600 (GE HealthCare), уравновешенную буфером для гель-фильтрации (см. раздел 
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2.1). Фракцию, содержащую чистый белок, (~3 мл) концентрировали на центриконе Vivospin 

Turbo 15 (Sartorius) и диализовали против буфера 20 мМ KH2PO4 pH 7.6, 0.5 M KCl. 

Концентрацию полученного YB-1 измеряли на приборе SimpliNano (Biochrom) по поглощению 

при 280 нм, принимая коэффициент экстинкции YB-1 равным 29340 М-1•см-1 (рассчитан с 

помощью программы ExPASy ProtParam tool). Чистоту полученного препарата YB-1 

подтверждали электрофорезом в 10% ПААГ в присутствии SDS (рис. 8А). В результате из 1.8 л 

биомассы (~16 г клеток) было выделено около 1.4 мг белка. 

 

2.2.11.2. Выделение и очистка рекомбинантного белка his-tagYB-1(1-219) 

      Рекомбинантный his-tagYB-1(1-219) был синтезирован с использованием плазмиды pLATE-

51-YB-1(1-219) в E. Coli (штамм BL21(DE3)). Наработку биомассы для выделения белка и 

очистку целевого продукта осуществляли аналогично методике для полноразмерного YB-1 за 

исключением гель-фильтрации (4) и предшествующего подготовительного этапа (3). 

Концентрацию полученного YB-1(1-219) измеряли на приборе SimpliNano (Biochrom) по 

поглощению при 280 нм, принимая коэффициент экстинкции YB-1 равным 23380 М-1•см-1 

(рассчитан с помощью программы ExPASy ProtParam tool). Чистоту полученного препарата YB-

1(1-219) подтверждали электрофорезом в 10% ПААГ в присутствии SDS (рис. 8Б). В результате 

из 1.8 л биомассы было выделено около 3.5 мг белка. 

 

 

Рис. 8. Выделение рекомбинантного his-tagYB-1 (А) и his-tagYB-1(1-219) (Б). На рисунке 

представлены 10% SDS-ПААГ, окрашенные Кумасси, в которых проводили разделение образцов, 

отобранных на различных этапах хроматографической очистки белка. 1 – после Ni-NTA; 2 – после 

MonoS; 3 – после гель-фильтрации и концентрирования (для полноразмерного белка).  
 

2.2.12. Мечение белков YB-1, YB-1(1-219), APE1 и N∆35APE1 флуоресцентной 

меткой 

     Включение флуоресцентной метки в белки проводили в соответствии с [53]. Перед 

процедурой мечения белок диализовали против буфера F1 (в случае YB-1 и YB-1(1-219)) или F1 
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+ 2 мМ DTT (для APE1 и N∆35APE1, кроме последней промывки) с использованием VivaSpin 

микроконцентратора (Sartorius, Германия). К растворам белков добавляли N-

гидроксисукцинимидный эфир 5(6)-карбоксифлуоресцеина (FAM-SE), растворённый в DMSO. 

Реакционные смеси, содержащие 1х буфер F1, 100 µМ белок и 160 µМ FAM-SE, инкубировали 

в течение 17 ч при 4°C (в темноте). Реакцию останавливали добавлением четырёх объёмов 

буфера F2 с последующим центрифугированием в течение 15 мин (9500 rpm, 4°C). Супернатант 

диализовали против 2х буфера F3 до полного удаления свободного флуоресцеина. Меченые 

белки хранили при -20°C в 1х буфере F3 + 40% глицерин (белки YB-1 и YB-1(1-219), 

содержащие флуоресцентную метку, ввиду склонности к агрегации использовали не более чем 

в течение трёх дней). Степень включения FAM-SE в белки рассчитывали, исходя из 

концентрации белка и FAM-SE в конкретном образце. Стехиометрия мечения в используемых 

условиях не превышала 1. Концентрацию FAM-SE определяли спектрофотометрически, 

используя коэффициент поглощения 68×103 М-1см-1 при 494 нм для 5(6)-FAM [370], 

концентрацию белка измеряли по методу Брэдфорда [371]. 

 

2.2.13. Исследование белок-белковых взаимодействий методом флуоресцентного 

титрования 

     Для изучения связывания полноразмерного YB-1 и его ядерной формы YB-1(1-219) с 

белками BER использовали метод флуоресцентного титрования, описанный ранее [53]. 

Реакционные смеси (70 мкл) содержали 1х буфер F3, белок, содержащий флуоресцентную 

метку (FAM), в фиксированной концентрации 40 нМ и различные концентрации 

потенциального белка-партнёра. Измерение интенсивности флуоресценции и анализ 

полученных данных выполняли на приборе CLARIOstar с использованием программного 

обеспечения MARS Data Analysis Software (BMG LABTECH GmbH, Германия). Образцы 

облучали при 482 нм, интенсивность флуоресценции детектировали в максимуме эмиссии (530 

нм). Полученные данные аппроксимировали четырёхпараметрическим уравнением (1): 

 

F = F0 + (F∞ - F0)/[1 + (EC50/C)n] 

Формула 1. F – интенсивность флуоресценции 

раствора белка, содержащего флуоресцентную 

метку, при конкретной концентрации (С) белка-

партнёра; F0 – интенсивность флуоресценции при C 

= 0; F∞ – интенсивность флуоресценции раствора 

FAM-белка при насыщении белком-партнёром; EC50 

– концентрация белка-партнёра, при которой F – F0 

= (F∞ − F0)/2; n – коэффициент Хилла. 
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     Для исследования влияния ДНК на белок-белковые взаимодействия, 40 нМ белок, 

содержащий флуоресцентную метку, предварительно смешивали с активированной ДНК (0.25 

A260 ед./мл); интенсивность флуоресценции раствора белка, содержащего флуоресцентную 

метку, с ДНК была принята за F0. 

 

2.2.14. Влияние YB-1 на расщепление AP-сайтов ферментами APE1 и NEIL1 

     Реакционные смеси (10 мкл) содержали 1х RBa, AP-сайт-содержащий ДНК-субстрат, APE1 

(или N∆35-APE1) / NEIL1 и YB-1 / его мутантные формы в варьируемой концентрации. 

Концентрации ДНК, фермента и время инкубации подбирались индивидуально в каждом 

конкретном случае. Исследование стимуляции активностей APE1 и NEIL1 белком YB-1 

проводилось на линейных участках соответствующих кинетических кривых. Реакцию 

останавливали добавлением 1/10 от объёма 200 мМ NaBH4 с прогреванием в течение 1.5 мин 

при 97°C. Олигонуклеотидный материал выделяли либо осаждением этанолом (1 мл) в 

присутствии 1 мкл 79.8 A260 ед./мл активированной ДНК (после обработки реакционной смеси 

протеиназой К, 30 мин при 37°C), либо экстракцией фенол:хлороформ:изоамиловым спиртом 

(25:24:1). Образцы анализировали согласно (2.2.2). 

 

2.2.15. Изучение влияния YB-1 на dRP-лиазную активность pol β 

     Олигонуклеотид AP-U17-Comp, содержащий флуоресцентную метку, введённую на 3'-конец 

(согласно пункту 2.2.8), инкубировали с 0.1 нМ APE1 в течение 5 мин при 37°C. Реакционные 

смеси (50 мкл) содержали 25 мМ натрия фосфат, pH 7.5, 100 мМ NaCl, 2.5 мМ MgCl2, 0.5 мМ 

ЭДТА, 40 нМ ДНК, 1 мМ dGTP, 10 нМ pol β и YB-1 в концентрациях от 0 до 400 нМ. Пробы 

инкубировали в течение 5 мин при 37°C, реакцию останавливали добавлением 5.5 мкл 200 мМ 

NaBH4 и прогреванием в течение 2 мин при 97°C. Олигонуклеотидный материал осаждали 

этанолом в присутствии активированной ДНК, образцы анализировали согласно (2.2.2). 

 

2.2.16. Получение НАД+, содержащего [α-
32

P]-метку 

     НАД+, содержащий радиоактивную метку, получали по методике, описанной ранее [372]. 

Реакционную смесь (50 мкл), содержащую 2 мМ β-никотинамид мононуклеотид, 1 мМ ATP, 10 

МБк [α-32P]ATP, 5 мг/мл NMAT, 25 мМ Tris-HCl pH 7.5 и 20 мМ MgCl2, инкубировали в 

течение 1 ч при 37°C. Затем проводили денатурацию (3 мин при 97°C) и осаждение фермента, 

супернатант использовали в разбавлении 1:10 с немеченым НАД+, взятом в выбранной 

концентрации. 
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2.2.17. Поли(АДФ-рибозил)ирование ферментами PARP1 и PARP2 

     Поли(АДФ-рибозил)ирование белков проводили согласно [373] с модификациями. 

Реакционные смеси (10 мкл) содержали 1х RBp1, 5 мМ Mg2+ либо 10 мМ ЭДТА, 0.1-0.5 µМ 

PARP1 (или 0.5 µМ PARP2), 0-400 нМ YB-1 и ДНК- (или РНК-) кофактор (в различных 

концентрациях в зависимости от реакции). Смешивание компонентов реакционных смесей 

осуществляли на льду, запуск реакции производили добавлением НАД+, содержащего 

радиоактивную метку, до конечной концентрации 2-500 µМ. Реакционные смеси инкубировали 

0-60 мин при 37°C, реакцию поли(АДФ-рибозил)ирования останавливали либо прогреванием в 

течение 1.5 мин при 97°C, либо добавлением ингибитора PARP1 3-аминобензамида (до 

конечной концентрации 1мМ) или олапариба (до конечной концентрации 1 µМ). Для удаления 

поли(АДФ-рибозы) в реакционные смеси после остановки реакции добавляли PARG (до 0.1 

µМ) и инкубировали в течение 2-60 мин при 37°C. Анализ образцов проводили согласно (2.2.1). 

 

2.2.18. Подтверждение модификации YB-1 методом иммунодетекции 

     Реакционную смесь после поли(АДФ-рибозил)ирования YB-1 ферментом PARP1 (см. пункт 

2.2.17) разделяли с помощью SDS-гель-электрофореза (согласно 2.2.1) и переносили на 

нитроцеллюлозную мембрану в 192 мМ буфере Tris-Gly рН 7.5, содержащем 0.05% SDS и 10% 

EtOH, в течение 45 мин при силе тока 2 мА/см2 геля. После этого нитроцеллюлозную мембрану 

выдерживали в буфере TBST + 5%-ое обезжиренное молоко в течение 1 ч и затем инкубировали 

в течение ночи при 4°С со специфичными антителами против YB-1, разбавленными до титра 

1:2000 в буфере TBST (+ 4% эмбриональная телячья сыворотка (FBS)). Мембрану отмывали 

3×5 мин буфером TBST и инкубировали в течение 1 ч при комнатной температуре с 

конъюгатами антител против IgG кролика с пероксидазой хрена (разбавленными до титра 

1:90000 в TBST + 4% FBS). Мембрану отмывали 3×5 мин буфером TBST и инкубировали с 

хемолюминесцентным субстратом пероксидазы хрена “SuperSignal West Pico Substrate” (Thermo 

Scientific, США). Положение анализируемых полос определяли экспозицией нитроцеллюлозной 

мембраны на рентгеновскую пленку, с последующей проявкой последней. 

     Затем производили иммунодетекцию с использованием антител к поли(АДФ-рибозе). Для 

этого мембрану последовательно промывали 2×15 мин в буфере MSB (на этом этапе 

происходит удаление предыдущих антител), 2×10 мин в TBS и 2×10 мин в TBST. Затем 

инкубировали мембрану в буфере TBST + 5%-ое обезжиренное молоко в течение 1 ч и 

повторяли все последующие этапы с использованием первичных антител к поли(АДФ-рибозе). 
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2.2.19. Получение поли(АДФ-рибозы) 

     Для получения полимера PAR свободного от белков-акцепторов и ДНК реакционную смесь 

после реакции поли(АДФ-рибозил)ирования (50 мкл), выполненной согласно (2.2.17), 

последовательно обрабатывали бензоназой (12.5 е.а. на 50 мкл исходной смеси, 5 мин при 37°C) 

и протеиназой К (в конечной концентрации 0.08 г/л, 40 мин при 37°C). Полимер PAR отделяли 

от белков и их фрагментов экстракцией фенол:хлороформ:изоамиловым спиртом (25:24:1) и 

дополнительно очищали осаждением этанолом. Осадок растворяли в 1х RBp1 до конечной 

концентрации 1 A260 ед./мл. Следует отметить, что препарат PAR, приготовленный таким 

образом, представляет разнородную фракцию, в которой присутствует спектр продуктов 

реакции поли(АДФ-рибозил)ирования, имеющих различную длину и степень ветвления (рис. 

9), поэтому определить молярную концентрацию полученного PAR не представляется 

возможным. Тем не менее, использование именно суммарного, нефракционированного 

препарата поли(АДФ-рибозы) в экспериментах по конкуренции PAR с нуклеиновыми 

кислотами за связывание YB-1, а также по влиянию PAR на активность PARP1, является 

наиболее обоснованным, поскольку данный препарат полностью соответствует набору 

продуктов, которые образуются в исследуемой реакции. 

 

 

Рис. 9. Получение препарата поли(АДФ-рибозы). 

Представлен радиоавтограф ПААГ, содержащего 7 М 

мочевину. 1 – после реакции поли(АДФ-рибозил)ирования с 

использованием НАД+, несущего радиоактивную метку; 2 – 

после обработки образца бензоназой и протеиназой; 3 – 

после экстракции фенол:хлороформ:изоамиловым спиртом 

(25:24:1); 4 – после осаждения этанолом.  

 

     Для получения общей нуклеиновой фракции, присутствующей в реакции поли(АДФ-

рибозил)ирования (PAR + ДНК), реакционную смесь (10 мкл) после реакции поли(АДФ-

рибозил)ирования, выполненной согласно (2.2.17) инкубировали с протеиназой К (0.04 мг/мл, 1 

ч при 37°C), затем ингибировали активность протеиназы К добавлением PMSF до конечной 

концентрации 5 мМ. Полученный препарат  использовали для подтверждения связывания YB-1 

с PAR на этапе элонгации, так как по соотношению PAR/ДНК данный препарат полностью 

имитирует условия реакции.  
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2.2.20. Исследование функциональных взаимодействий YB-1 и PARP1 методом 

флуоресцентной спектроскопии 

     Связывание PARP1 с повреждённой ДНК и его диссоциацию из комплекса с повреждённой 

ДНК в ходе автомодификации детектировали по изменению анизотропии флуоресценции ДНК-

дуплекса, содержащего разрыв (Nick), который выступал в качестве кофактора реакции 

поли(АДФ-рибоз)илирования (рис. 10) согласно [374]. Реакционные смеси (10 мкл), 

содержащие 1х буфер RBp1, 10 мМ ЭДТА, 10 или 100 нМ Nick, 200 нМ PARP1 и YB-1 в 

варьирующей концентрации, готовили на льду в 384-луночном планшете, затем инкубировали 

при комнатной температуре в течение 5 мин.  

     Измерение анизотропии флуоресценции в режиме кинетического сканирования проводили 

при 25°C на приборе CLARIOstar (BMG LABTECH GmbH, Германия); для обработки 

полученных данных использовали программное обеспечение MARS Data Analysis Software 

(BMG LABTECH GmbH, Германия). Длины волн света составили для возбуждения – 495 нм, 

эмиссии – 520 нм. Запуск реакции поли(АДФ-рибозил)ирования осуществляли добавлением 

НАД+ (до 500 µМ) в каждую реакционную смесь.  

 

 

Рис. 10. Исследование активности PARP1 в режиме реального времени (метод флуоресцентной 

спектроскопии). Реакционные смеси, приготовленные в 384-луночном планшете, облучали 

поляризованным светом. Анизотропия флуоресценции (А) определялась как соотношение A = (I1 – I2) / 

(I1 + 2I2), где I1 ,I2 – интенсивности света, испускаемого флуорофором вдоль различных осей 

поляризации. По уровню анизотропии флуоресценции можно оценить размеры комплекса, 

образованного белками и молекулой ДНК, содержащей флуоресцентную метку. Возбуждение 

флуорофора при облучении может происходить только в том случае, когда элекрическое поле света 

ориентировано определённым образом относительно молекулы флуорофора. Значение анизотропии 

(А) максимально, когда связывание белков с молекулой ДНК, содержащей флуоресцентную метку, 

затрудняет вращение флуорофора и I1 >> I2 (что соответствует случаю, когда PARP1 не 
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модифицирован, фиолетовая кривая). Минимальный уровень анизотропии наблюдаееся, когда 

флуорофор имеет высокую подвижность и I1 ~ I2. В наших условиях минимальный уровень 

анизотропии соответствует либо контрольному образцу, содержащему только ДНК (голубая кривая), 

либо ДНК, освободившейся в результате диссоциации  из комплекса поли(АДФ-рибозил)ированного 

PARP1 (зелёная кривая). Метод позволяет детектировать в реальном времени связывание белков / их 

диссоциацию из комплексов с ДНК, содержащей флуоресцентную метку.  

 

2.2.21. Исследование активности PARP1 с использованием ТХУ-фильтров 

      Реакцию поли(АДФ-рибозил)ирования в образцах, проведённую согласно (2.2.19), 

останавливали путём нанесения на мишени, вырезанные из бумаги для хроматографии (GE 

Healthcare), пропитанной 5% ТХУ (метод описан в [373]). Содержащий радиоактивную метку 

НАД+, не включившийся в полимеры PAR, удаляли последовательным отмыванием мишеней в 

1×10 мин в 10% ТХУ, 3×5 мин в 5% ТХУ и 1×10 мин в этаноле. Мишени сушили, 

интенсивность синтеза PAR оценивали по суммарной радиоактивности продуктов 

радиоавтографией с использованием прибора Typhoon FLA 7000 (GE Healthcare). 

 

2.2.22. Ковалентная модификация ДНК ферментом PARP3 

     Метод ковалентной модификации ДНК ферментом PARP3 был разработан к.х.н. Белоусовой 

Е.А. (ЛБХФ, ИХБФМ СО РАН). Реакционные смеси (10 мкл) содержали 1х буфер RBp3, 20 нМ 

ДНК-дуплекс Nick-2, несущий радиоактивную метку, 2 мМ MgCl2, 100 нМ PARP3, 200 µМ 

немеченый НАД+ и YB-1 в варьируемой концентрации. Реакции проводили в течение 30 мин 

при 37°C; олигонуклеотидный материал отделяли от белков фенол-хлороформной экстракцией 

и анализировали согласно (2.2.2). 

 

2.2.23. Определение KM и kcat AP-эндонуклеазной реакции 

     Реакционные смеси объёмом 3 мкл содержали 25 мМ натрия фосфат, pH 7.5, 100 мМ NaCl, 

2.5 мМ MgCl2, 0.5 мМ ЭДТА, 5 нМ AP-U17-foU, содержащий радиоактивную метку, а также не 

несущий радиоактивной метки AP-U17-foU до суммарных концентраций субстрата от 5 до 430 

нМ. В реакционную смесь добавляли APE1 до конечной концентрации 0.2 нМ, инкубировали в 

течение 2 мин при температуре 37°C, реакцию останавливали добавлением 0.3 мкл 200 мМ 

NaBH4 и 0.8 мкл денатурирующего буфера с прогреванием в течение 1 мин при 97°C. Для 

изучения влияния YB-1 на величины KM и kcat AP-эндонуклеазной реакции, осуществляемой 

ферментом APE1, эксперимент проводили по той же схеме, но в реакционные смеси 

одновременно с APE1 добавляли 60 нМ YB-1. Образцы анализировали согласно (2.2.2). По 

полученным данным строили зависимости скорости AP-эндонуклеазной реакции от суммарной 
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концентрации AP-U17-foU. Скорость реакции (v) определяли как степень гидролиза AP-U17-foU 

AP-эндонуклеазой в единицу времени (на линейном участке кинетической кривой). Константа 

Михаэлиса KM была определена с использованием уравнения Михаэлиса-Ментен. 

Аппроксимация полученных данных уравнением теоретической кривой K� =  
����×�

�
− S, где S 

– концентрация AP-U17-foU, проводилась методом нелинейной регрессии в программе OriginPro 

8.6 («OriginLab», США). Средние ошибки аппроксимации не превышали 15%, величины 

достоверности аппроксимации (r2) составили 0.98. 

     KM при определённых условиях может рассматриваться как характеристика сродства 

фермента к субстрату [375]. Каталитическая константа kcat отражает скорость превращения 

субстрата в продукт и может быть определена как отношение максимальной скорости реакции 

(Vmax) к концентрация APE1 (E0). 
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Глава 3. РОЛЬ МУЛЬТИФУНКЦИОНАЛЬНОГО БЕЛКА YB-1 В 

РЕГУЛЯЦИИ РЕПАРАЦИИ ДНК (РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ) 

 

 

 

3.1. Исследование участия YB-1 в непосредственной регуляции системы BER 

     Отличительной чертой BER млекопитающих является привлечение ряда вспомогательных и 

неканонических белков, которые могут функционировать не только как ДНК-шапероны в 

сайтах повреждений, облегчая распознавание последних сенсорными белками, но и 

обеспечивать необходимые белок-белковые контакты для координации последовательных 

этапов процесса репарации ДНК [370]. В число белковых факторов, рассматриваемых в 

качестве неканонических участников BER, входит и YB-1 [370]. 

 

3.1.1. Физические взаимодействия YB-1 с белками BER 

     Ранее с использованием масс-спектрометрического анализа иммунокомплексов белков, 

несущих FLAG-пептид, YB-1 был идентифицирован как стабильный партнёр некоторых белков 

системы BER in vivo. В частности, были показаны физические взаимодействия YB-1 с AP-

эндонуклеазой APE1 [13], ДНК-гликозилазой NEIL2 [14] и ДНК-полимеразой pol β [14,376], 

причём последнее прежде было установлено методом far-western блоттинга [14]. Интересно, что 

во многих случаях наряду с физическими взаимодействиями были показаны также 

функциональные взаимодействия YB-1 и его белковых партнёров.  

     В настоящей работе, чтобы исследовать и количественно охарактеризовать белок-белковые 

взаимодействия между YB-1 и ферментами BER, мы применили метод флуоресцентного 

титрования. С использованием YB-1, несущего флуоресцентную метку (FAM-YB-1), впервые 

были показаны физические взаимодействия YB-1 с поли(АДФ-рибоза)-полимеразами 1 и 2 

(PARP1 и PARP2), а также ДНК-гликозилазой NEIL1. Метод также позволил детектировать и 

количественно охарактеризовать связывание YB-1 с ферментами APE1 и pol β, ранее 

установленное в работах [13,14].  

     Типичные кривые титрования представлены на рис. 11. Интенсивность флуоресценции 

FAM-YB-1 в присутствии pol β, PARP1, PARP2 и NEIL1 возрастала от 1.6 до 2.6 раз (табл. 3), 

указывая на изменение локального окружения флуорофора во время белок-белковых 

взаимодействий. Поскольку добавление APE1 не приводило к изменению интенсивности 

флуоресценции FAM-YB-1, для детекции физического взаимодействия YB-1 и APE1 была 
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использована содержащая флуоресцентную метку APE1 (FAM-APE1) либо её мутантная форма 

N∆35APE1 (FAM-N∆35APE1) (рис. 11Е). 

 

 

Рис. 11. Флуоресцентное титрование FAM-YB-1 и FAM-YB-1(1-219) с белками PARP1, p24, PARP2, 

pol β и NEIL1 (А-Д), а также FAM-APE1 и FAM-N∆35APE1 с YB-1 (Е). Белок, несущий 

флуоресцентную метку (FAM-белок) (40 нМ) облучали светом на 482 нм в отсутствие или в 
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присутствии различных концентраций немеченого белка-партнёра. Соответствующие интенсивности 

флуоресценции были измерены на 520 нм. Для экспериментов (А-Г) измерения производили в 

отсутствие (белые точки) или в присутствии (чёрные точки) ДНКакт. Представленные кривые 

показывают наилучшее из трёх независимых экспериментов  соответствие четырёхпараметрическому 

уравнению; r2 ≥ 0.98.  
 

     Согласно литературным данным, полноразмерный YB-1 может локализоваться в цитоплазме 

или ядре клетки [10]. Однако существует специфичная ядерная форма YB-1, укороченная с C-

конца (YB-1(1-219)), возникновение которой наблюдается в условиях генотоксического 

воздействия на клетки [9]. Поскольку большая часть взаимодействий YB-1 с его белковыми 

партнёрами реализуется посредством C-концевого домена белка (CTD) [10], особый интерес 

представляло исследование вклада CTD YB-1 в связывание с факторами BER. Также принимая 

во внимание тот факт, что функциональные взаимодействия базальных факторов BER и 

вспомогательных белков должны происходить в ядре клетки в процессе репарации ДНК, мы 

сравнили FAM-YB-1 и FAM-YB-1(1-219) в экспериментах по флуоресцентному титрованию на 

предмет взаимодействия с белками BER (рис. 11А-Д). 

     Поскольку домены, отвечающие за физические взаимодействия YB-1 с белками APE1 и pol 

β, были детально исследованы ранее [13,14], мы сфокусировали внимание на взаимодействиях 

YB-1 с белками NEIL1, PARP1 и PARP2, установленных впервые. Нам не удалось 

детектировать связывание FAM-YB-1(1-219) и NEIL1 (рис. 11Д), что наводит на мысль о том, 

что физическое взаимодействие YB-1 и NEIL1 осуществляется, главным образом, посредством 

C-концевого фрагмента YB-1 (аминокислотные остатки 220-324). Сравнение параметров 

связывания, представленных в таблице 4, свидетельствует также о том, что этот фрагмент C-

концевого домена YB-1 может вносить вклад в связывание с PARP1 и PARP2. Мы также 

установили, что C-концевой фрагмент YB-1 не влияет на связывание с pol β (табл. 4), что 

согласуется с данными других исследователей [14].  

 

Таблица 3. Параметры белок-белковых взаимодействий, определённые методом флуоресцентного 

титрования. F∞/F0 – изменение интенсивности флуоресценции белка, содержащего флуоресцентную 

группу (FAM-белка), при насыщении раствора белком-партнёром; n – коэффициент Хилла.  

Белок, содержащий флуоресцентную группу Белок-партнёр F∞/F0 n 

FAM-YB-1 pol β 2.0 ± 0.4 1.4 ± 0.3 

FAM-YB-1(1-219) pol β 1.9 ± 0.2 1.7 ± 0.5 

FAM-YB-1 + ДНК pol β 1.4 ± 0.1 1.9 ± 0.5 

FAM-YB-1(1-219) + ДНК pol β 1.9 ± 0.2 1.6 ± 0.4 

FAM-YB-1 PARP1 1.6 ± 0.2 1.1 ± 0.1 
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FAM-YB-1(1-219) PARP1 1.7 ± 0.2 1.9 ± 0.2 

FAM-YB-1 + ДНК PARP1 1.2 ± 0.1 2.4 ± 0.5 

FAM-YB-1(1-219) + ДНК PARP1 2.1 ± 0.2 1.8 ± 0.2 

FAM-YB-1 p24 1.5 ± 0.1 1.1 ± 0.2 

FAM-YB-1(1-219) p24 1.5 ± 0.1 1.3 ± 0.2 

FAM-YB-1 + ДНК p24 1.3 ± 0.2 1.6 ± 0.2 

FAM-YB-1(1-219) + ДНК p24 1.4 ± 0.2 1.8 ± 0.3 

FAM-YB-1 PARP2 1.6 ± 0.3 2.2 ± 0.3 

FAM-YB-1(1-219) PARP2 1.7 ± 0.2 1.4 ± 0.3 

FAM-YB-1 + ДНК PARP2 1.9 ± 0.3 2.2 ± 0.4 

FAM-YB-1(1-219) + ДНК PARP2 1.9 ± 0.1 1.4 ± 0.2 

FAM-YB-1 NEIL1 2.6 ± 0.4 2.1 ± 0.4 

FAM-YB-1 + ДНК YB-1 1.2 ± 0.1 2.1 ± 0.3 

FAM-YB-1(1-219) + ДНК YB-1(1-219) 2.1 ± 0.3 1.0 ± 0.1 

FAM-APE1 YB-1 2.3 ± 0.4 1.8 ± 0.4 

FAM-N∆35APE1 YB-1 2.1 ± 0.2 1.8 ± 0.3 

 

     Анализ данных по связыванию YB-1 с белками BER методом нелинейной регрессии 

позволяет вычислить коэффициенты Хилла (n), которые характеризуют стехиометрию 

образующихся комплексов. Значения n, определённые в большинстве экспериментов, 

существенно превышали единицу (и располагались в диапазоне от 1.1 до 2.2) (табл. 3), что 

указывает на формирование мультимерных комплексов при взаимодействии YB-1 с 

различными белками-партнёрами. Большинство белков BER (в частности, APE1, PARP1, 

PARP2 и pol β) так же, как и сам YB-1, способны образовывать гомо-олигомеры [53,314,377], и 

их взаимодействие может приводить к сборке мультимерных ансамблей с различными 

стехиометрическими комбинациями компонент. Схемы реакций при таком сложно 

организованном характере связывания в реальности намного сложнее, чем схема реакции, 

описываемая 4-параметрической функцией, которая, тем не менее, может быть полезна для 

расчёта количественных характеристик макромолекулярных взаимодействий. 

 

Таблица 4. Количественные характеристики взаимодействия YB-1 и YB-1(1-219) с белками BER, 

определённые методом флуоресцентного титрования. EC50 – концентрация белка-партнёра, при 

которой F - F0 = (F∞ - F0)/2.  

Белок, содержащий флуоресцентную группу Белок-партнёр EC50, нМ 

FAM-YB-1 pol β 670 ± 60 
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FAM-YB-1(1-219) pol β 650 ± 90 

FAM-YB-1 + ДНК pol β 660 ± 80 

FAM-YB-1(1-219) + ДНК pol β 630 ± 90 

FAM-YB-1 PARP1 460 ± 65 

FAM-YB-1(1-219) PARP1 510 ± 65 

FAM-YB-1 + ДНК PARP1 470 ± 89 

FAM-YB-1(1-219) + ДНК PARP1 310 ± 28 

FAM-YB-1 p24 840 ± 80 

FAM-YB-1(1-219) p24 980 ± 100 

FAM-YB-1 + ДНК p24 480 ± 62 

FAM-YB-1(1-219) + ДНК p24 330 ± 45 

FAM-YB-1 PARP2 340 ± 42 

FAM-YB-1(1-219) PARP2 420 ± 48 

FAM-YB-1 + ДНК PARP2 340 ± 35 

FAM-YB-1(1-219) + ДНК PARP2 320 ± 32 

FAM-YB-1 NEIL1 810 ± 70 

FAM-YB-1 + ДНК YB-1 360 ± 42 

FAM-YB-1(1-219) + ДНК YB-1(1-219) 310 ± 37 

FAM-APE1 YB-1 54 ± 5 

FAM-N∆35APE1 YB-1 110 ±12 

 

     Полученные данные свидетельствуют о том, что константы, характеризующие сродство YB-

1 к белкам NEIL1, pol β, PARP1 и PARP2, лежат приблизительно в одном диапазоне (табл. 4) и 

примерно на порядок превышают параметры связывания, ранее определённые для различных 

пар базальных факторов BER [53]. Единственным исключением является низкое значение EC50, 

характеризующее физическое взаимодействие YB-1 с мультифункциональным белком APE1 

(табл. 4). Можно предположить, что полученный результат отображает взаимодействие YB-1 и 

APE1 в процессе транскрипции, особенно если принять во внимание тот факт, что ранее была 

показана сборка тройного комплекса, состоящего из ацетилированной APE1 (AcAPE1), YB-1 и 

p300, на промоторе гена MDR1 [13]. 

     Ранее методом ко-иммунопреципитации было показано, что N-концевая часть APE1 

(аминокислотные остатки 1-33), является необходимой для физического взаимодействия с YB-1 

[14]. Однако мы наблюдали лишь двухкратное понижение сродства YB-1 к мутантной форме 

APE1 (N∆35APE1), лишённой первых 35 аминокислотных остатков, по сравнению с 

полноразмерной формой APE1 (рис. 11Е; табл. 4). Это несоответствие можно объяснить тем, 
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что для картирования доменов взаимодействия YB-1 и APE1 в данном случае применялись 

различные методы. В отличие от ко-иммунопреципитации, метод флуоресцентного титрования, 

использованный в настоящей работе, позволяет детектировать непосредственные белок-

белковые взаимодействия в условиях равновесия. 

     Для исследования возможного влияния ДНК на белок-белковые взаимодействия, измерения 

связывания YB-1 и YB-1(1-219) с белками pol β, PARP1 и PARP2 были  

выполнены в отсутствие и в присутствии активированной ДНК (ДНКакт) (рис. 11А, В, Г). 

ДНКакт содержит двухцепочечные разрывы, ники и «липкие» концы и может выступать в 

качестве ДНК-субстрата для pol β и ДНК-интермедиата, распознаваемого и связываемого 

белками PARP1, PARP2 и YB-1. Связывание YB-1 с ДНК можно было наблюдать по 

увеличению интенсивности флуоресценции в нулевой точке (в отсутствие немеченого белка-

партнёра). Последующее добавление немеченых белков к предформированному комплексу YB-

1 с ДНК приводило к дальнейшему росту интенсивности флуоресценции, указывая на 

формирование тройных комплексов YB-1-(белок-партнёр)-ДНК. Присутствие ДНК не имело 

значимого эффекта на сродство YB-1 к pol β, PARP1 и PARP2, но приводило к увеличению 

сродства YB-1(1-219) к PARP1 и PARP2 (табл. 4). В случае PARP1, наблюдаемый эффект был 

дополнительно подтверждён установлением наличия физических взаимодействий YB-1 и YB-

1(1-219) с ДНК-связывающим доменом PARP1 (p24) (рис. 11Б). При этом сродство обеих форм 

YB-1 к p24 было примерно в два раза ниже, чем сродство к PARP1, что наводит на мысль об 

участии дополнительных доменов PARP1 во взаимодействие с YB-1. Присутствие ДНК 

оказывало существенное влияние на взаимодействие p24 с YB-1 и YB-1(1-219) (с увеличением 

сродства в 1.7-3.4 раза), причём взаимодействие укороченной формы YB-1 с p24 более 

эффективно модулировалось присутствием ДНК (как и в случае с PARP1).  

 

Рис. 12. Мультимеризация FAM-YB-1 и FAM-YB-

1(1-219). Белок, несущий флуоресцентную группу 

(FAM) (40 нМ), облучали светом на 482 нм в 

отсутствие или в присутствии различных 

концентраций немеченого белка-партнёра. 

Соответствующие интенсивности флуоресценции 

были измерены на 520 нм. Измерения производили в 

отсутствие (белые точки) или в присутствии (чёрные 

точки) ДНКакт. Представленные кривые показывают 

наилучшее из двух независимых экспериментов 

соответствие четырёхпараметрическому уравнению; 

r2 ≥ 0.98.  
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     В совокупности, эти данные позволяют предположить, что ДНК-связывающий домен PARP1 

(и вероятно, PARP2) принимает участие в физическом взаимодействии с C-концевым доменом 

YB-1. Следует также отметить, что константы, характеризующие самоассоциацию YB-1 и YB-

1(1-219), были получены только в присутствии ДНК; изменение интенсивности флуоресценции 

в отсутствие ДНК было слишком незначительным, чтобы стало возможным количественно 

охарактеризовать данные по связыванию (табл. 4, рис. 12). 

 

3.1.2. Функциональные взаимодействия YB-1 с белками BER 

 

3.1.2.1. Влияние YB-1 на активность фермента APE1 

     APE1 является ключевым ферментом BER, осуществляющим превращение до 95% 

апуриновых/апиримидиновых (AP-) сайтов, возникающих при повреждении клеточной ДНК 

[32], и играет важную роль в регуляции экспрессии генов в условиях оксидативного стресса 

[378]. N-концевая часть APE1 (аминокислотные остатки ~1-35) имеет неупорядоченную 

структуру и выполняет регуляторную функцию в AP-эндонуклеазной реакции, катализируемой 

C-концевым каталитическим доменом белка [379]. В N-концевом фрагменте APE1 

расположены пять остатков Lys, которые могут ацетилироваться [379]. Установлено, что заряд 

этих остатков Lys играет важную роль в регуляции AP-эндонуклеазной активности APE1 [379]. 

По этой причине, ионы металлов и белки-партнеры, взаимодействующие с N-концевой частью 

APE1, такие как XRCC1 [380], CSB [381] и NPM1 [101], могут модулировать каталитическую 

активность фермента. В предыдущей главе с использованием метода флуоресцентного 

титрования мы детектировали белок-белковое взаимодействие APE1 и YB-1. Ранее 

взаимодействие этих белков было установлено другими исследователями, причём картирование 

белковых доменов показало, что для физического взаимодействия APE1 и YB-1 важны N-

концевая часть APE1 (аминокислотные остатки 1-33) и CTD YB-1 (аминокислотные остатки 

129-324) [13]. Также, согласно литературным данным, взаимодействие белков может 

усиливаться при генотоксическом стрессе, так как в этих условиях уровень ацетилирования 

APE1 возрастает [382], а YB-1 обладает более высоким сродством к ацетилированной форме 

APE1 [13]. Кроме того, для YB-1 показана стресс-индуцируемая транслокация из цитоплазмы в 

ядро [320,321], которая в некоторых случаях сопряжена с частичным протеолизом YB-1 с 

образованием специфичной ядерной формы белка – YB-1(1-219) [9]. Таким образом, можно 

предположить, что взаимодействие с YB-1 служит для регуляции функций APE1 в условиях 

ДНК-повреждающего воздействия. 
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3.1.2.1.1. Сравнение активности APE1 на различных ДНК-структурах 

     Согласно литературным данным, APE1 может проявлять выраженную AP-эндонуклеазную 

активность на одноцепочечных ДНК-субстратах, в некоторых случаях даже превышающую 

характерную для этого фермента AP-эндонуклеазную активность на двухцепочечных AP-ДНК 

[383]. Следует отметить, что активность APE1 в отношении одноцепочечных олигонуклеотидов 

в значительной степени зависит от нуклеотидной последовательности AP-содержащего 

субстрата и соответствующей ей вторичной структуры олигонуклеотида [384].  

     В настоящей работе нами были подобраны условия для AP-эндонуклеазной реакции на ДНК-

дуплексах, содержащих области некомплементарных оснований – AP-Bub5-Comp и AP-Bub17-

Comp (концентрация APE1 – 5 нМ, концентрации AP-Bub5-Comp и AP-Bub17-Comp – 40 нМ) 

(рис. 13В), а также для расщепления ферментом одноцепочечного AP-U17 субстрата 

(концентрация APE1 – 30 нМ, концентрация AP-U17 – 100 нМ) (рис. 13А), в которых скорости 

расщепления совпадали по порядку величины со скоростями расщепления дцДНК 

(олигонуклеотид AP-U17-Comp) (концентрация APE1 = 0.2 нМ, концентрация дцДНК = 40 нМ) 

(рис. 13Б). 

 

 

Рис. 13. Сравнение активности APE1 на различных ДНК-субстратах. А – AP-U17 (100 нМ ДНК, 30 нМ 

APE1); Б – AP-U17-Comp (40 нМ ДНК, 0.2 нМ APE1); В – AP-Bub5-Comp и AP-Bub17-Comp (40 нМ 

ДНК, 5 нМ APE1). Представлены радиоавтографы ПААГ, содержащих 7 М мочевину и 20% 

формамид, в которых проводили разделение продуктов реакции (А, Б), а также график накопления 

расщеплённого ДНК-субстрата от времени реакции (В). 
 

     Как следует из условий проведения реакций, AP-эндонуклеазная активность APE1 на 

одноцепочечном субстрате AP-U17 выражена наиболее слабо среди всех ДНК-структур, 

использованных в работе. Кроме того, ДНК-дуплексы, содержащие «пузыри», также не 
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являются оптимальным субстратом для фермента. Анализ нуклеотидной последовательности 

U17, использованного в работе в качестве одноцепочечного ДНК-субстрата, проведённый с 

использованием олигонуклеотидного калькулятора 

(http://www.bio.bsu.by/molbiol/oligocalc.html), показал, что формирование шпилечных и 

димерных структур в реакционной смеси термодинамически не выгодно для этого 

олигонуклеотида. Таким образом, данные, полученные в настоящей работе, свидетельствующие 

о том, что AP-эндонуклеазная активность APE1 по отношению к двухцепочечным субстратам 

выше активности, проявляемой ферментом на оцДНК, согласуются с результатами ранее 

проведённого анализа [385]. 

 

3.1.2.1.2. YB-1 стимулирует активность APE1 по расщеплению AP-сайтов в двухцепочечной 

ДНК при недостатке ионов магния 

     Как известно, APE1 является магний-зависимым ферментом, причем Mg2+ важен для 

различных этапов AP-эндонуклеазной реакции. Ионы Mg2+ принимают участие в стабилизации 

структуры активного центра APE1 и фермент-субстратного комплекса, а также необходимы для 

катализа [386]. Ранее было показано, что присутствие ЭДТА в реакционной смеси приводит к 

формированию апо-белка, не содержащего в активном центре ионов металлов, и полностью 

блокирует каталитическую активность APE1 [386]. По этой причине мы не могли исследовать 

влияние белка YB-1 на активность APE1 в расщеплении AP-сайтов в двухцепочечной ДНК в 

условиях полного отсутствия ионов Mg2+ / присутствии ЭДТА, т. к. добавление даже 0.2 мМ 

ЭДТА в реакционную смесь полностью ингибировало расщепление AP-сайтов (рис. 14, дор. 1).  

 

 

Рис. 14. YB-1 стимулирует активность APE1 в условиях недостатка ионов магния. Радиоавтограф 



75 
 

ПААГ, содержащего 7 М мочевину, в котором проводили разделение продуктов реакции расщепления 

50 нМ AP-U17-Comp 0.25 нМ APE1 (AP-эндонуклеазную реакцию проводили 10 мин при 37°C 

согласно пункту 2.2.14), выполненной в присутствии 0.2 мМ ЭДТА (дор. 1-6), без добавления ЭДТА и 

MgCl2 (в качестве контроля в реакционную смесь добавляли соответсвующее количество 1х рабочего 

буфера RBa) (дор. 7-12) или 0.5 мМ MgCl2 (дор. 13-18). Концентрации YB-1 в реакционных смесях и 

проценты расщепления AP-сайтов в ДНК указаны под радиоавтографом геля. 
 

     Однако следовых количеств бивалентных ионов, вероятно, присутствующих в реактивах или 

препарате APE1, было достаточно для протекания AP-эндонуклеазной реакции (рис. 14, дор. 7; 

ни MgCl2, ни ЭДТА не добавлялись в реакционную смесь). Мы обнаружили, что в этих 

условиях реакции YB-1 способен заметно стимулировать активность APE1 (рис. 14, дор. 7-12), 

в то время как в условиях, оптимальных для работы фермента (0.5 мМ Mg2+), влияние YB-1 

было существенно слабее (рис. 14, дор. 13-18). 

     Исследуя эффект различных концентраций YB-1 на активность APE1 в расщеплении AP-

сайтов в ДНК-дуплексе AP-U17-Comp в отсутствие добавленного MgCl2 в реакционной смеси 

(но без добавления ЭДТА), мы обнаружили поразительное сходство в характере влияния YB-1 

и ионов магния (рис. 15, сравнить дор. 4-10 и 14-19).  

 

 

Рис. 15. Сравнение влияния ионов магния и белка YB-1 на активность APE1. Радиоавтографы ПААГ, 

содержащих 7 М мочевину, в которых проводили разделение продуктов реакции расщепления 50 нМ 

AP-U17-Comp 0.25 нМ APE1 (10 мин при 37°C согласно пункту 2.2.14). AP-эндонуклеазную реакцию 

проводили в присутствии 0-50 мМ MgCl2 (дор. 1-9) либо 0-500 нМ белка YB-1 (дор. 10-18). К0 – 

контроль ДНК; К1 – контроль выщепления урацила ферментом Ung (как описано в разделе 2.2.10); К2 

– контроль неферментативной деградации AP-сайтов. Для контроля неферментативной деградации 
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AP-сайтов (К2) образец реакционной смеси получения AP-сайтов (как описано в разделе 2.2.9) 

инкубировали 10 мин при 37°C без добавления APE1. Концентрации MgCl2 / YB-1 в реакционных 

смесях и проценты расщепления AP-сайтов в ДНК указаны под радиоавтографами гелей. 
 

     Колоколообразная зависимость AP-эндонуклеазной активности APE1 от концентрации 

ионов Mg2+ на двунитевых ДНК-субстратах была показана ранее [387]. Поскольку в 

присутствии 0.2 мМ ЭДТА YB-1 не восстанавливает активность APE1 (рис. 14; сравнить дор. 1-

6 и 7-12), этот белок не способен полностью выполнять роль ионов магния в AP-

эндонуклеазной реакции. Действительно, было установлено, что ионы Mg2+ участвуют 

непосредственно в катализе [386]. На настоящий момент предложено два возможных 

механизма AP-эндонуклеазной реакции – с участием одной или двух молекул Mg2+ [388,389]. 

Согласно первой из них, в активном сайте фермента находится один ион магния, а реакция 

начинается с нуклеофильной атаки фосфатной группы, расположенной с 5'-стороны от AP-

сайта, молекулой воды, координированной остатком Asp-210 [388]. Альтернативная гипотеза 

предполагает существование двух ионов магния в активном центре. Первый катион Mg2+ 

координирует ион гидроксида (OH-), который осуществляет нуклеофильную атаку фосфата, 

находящегося с 5'-стороны от AP-сайта. Второй ион Mg2+ служит для нейтрализации заряда 

интермедиата реакции и/или стабилизирует O3'-уходящую группу [389].  

     Однако можно предположить, что YB-1 способен заменять функции ионов магния на этапах 

стабилизации APE1 и/или фермент-субстратного комплекса. В пользу этого предположения 

свидетельствуют значения констант KM и kcat, найденные для AP-эндонуклеазной реакции в 

отсутствие YB-1 (2.7 ± 0.2)·10-7 М и (2.5 ± 0.2) сек-1, соответственно (r2 = 0.98); и в присутствии 

YB-1 (60 нМ) – (1.4 ± 0.2)·10-7 М и (2.6 ± 0.3) сек-1, соответственно (r2 = 0.98) (как описано в 

разделе 2.2.23). 

     Для того, чтобы исключить возможное присутствие ионов Mg2+ в препарате YB-1, аликвоту 

исходного раствора YB-1 инкубировали с 10 мМ ЭДТА и диализовали против буфера хранения 

YB-1. Полученный белок, а также буфер хранения были проанализированы на способность 

стимулировать активность APE1 (рис. 16). 

     Мы обнаружили, что способность YB-1 стимулировать AP-эндонуклеазную реакцию 

сохранилась, несмотря на предварительную инкубацию препарата белка с ЭДТА (рис. 16, дор. 

1-6), в то время как буфер, против которого диализовали YB-1 после инкубации с ЭДТА, не 

оказывал влияния на активность APE1 (рис. 16, дор. 7-11). Полученный результат однозначно 

свидетельствует о том, что агентом, стимулирующим активность APE1, в препарате YB-1 

является непосредственно белок YB-1, а не возможная примесь ионов Mg2+. 
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Рис. 16. Контрольный эксперимент, показывающий отсутствие ионов магния в препарате YB-1 / 

буфере хранения. Представлен радиоавтограф ПААГ, содержащего 7 М мочевину, в котором 

проводили разделение продуктов реакции расщепления 50 нМ AP-U17-Comp 0.25 нМ APE1 (AP-

эндонуклеазную реакцию проводили 10 мин при 37°C согласно пункту 2.2.14), выполненной в 

присутствии препарата YB-1ЭДТА (дор. 1-6) либо буфера хранения YB-1, добавленного в пропорции, 

соответствующей пропорции белка YB-1ЭДТА (дор. 7-11). Для получения препарата YB-1, очищенного 

от возможных примесей катионов магния (YB-1ЭДТА), в образец YB-1 был добавлен ЭДТА до 

конечной концентрации 10 мМ. После 30 мин инкубации в бане со льдом YB-1 диализовали против 

буфера хранения YB-1 (20 мМ KH2PO4, 0.5 М KCl, 20% глицерин). Концентрации YB-1 (нМ), 

соответствующие им разбавления буфера хранения YB-1 в реакционных смесях и проценты 

расщепления AP-сайтов в ДНК указаны под радиоавтографом геля. 

 

3.1.2.1.3. Для стимуляции активности APE1 белком YB-1 необходимы N-концевая регуляторная 

область APE1 и C-концевой домен YB-1 

     Для исследования роли различных доменов белка YB-1 в регуляции активности APE1, мы 

использовали различные делеционные мутанты YB-1. Мы обнаружили, что YB-1, лишенный C-

концевого домена (мутант AP-CSD), не способен стимулировать активность APE1, в отличие от 

YB-1 дикого типа и ядерной формы YB-1(1-219), у которой сохраняется часть CTD (рис. 17). 

Таким образом, за наблюдаемый эффект стимуляции APE1 отвечает именно C-концевой домен 

YB-1.  

     Как упоминалось ранее, C-концевой домен YB-1 (аминокислотные остатки 130-324) 

считается необходимым для физического взаимодействия YB-1 и APE1 [13]. С другой стороны, 

проксимальная часть CTD (130-219 аминокислотные остатки) YB-1 была идентифицирована 

как специфический домен связывания ДНК [8]. Недавно было установлено, что связывание YB-

1 с молекулой ДНК осуществляется по механизму π-катионного взаимодействия [330], которое 
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в комплексах нуклеиновых кислот и белков реализуется с участием осно́вных аминокислотных 

остатков (Lys, Arg) белка и пуриновых азотитых оснований нуклеиновой кислоты [331]. 

Интересно, что электростатические и π-катионные взаимодействия между азотистыми 

основаниями ДНК и растворенными катионами сходны с взаимодействиями внутри ДНК-

белковых комплексов и, возможно, могут имитировать последние [390]. Можно предположить, 

что YB-1, взаимодействуя с поврежденной ДНК, может способствовать связыванию с ней 

фермента APE1 по механизму, сходному с действием катионов Mg2+, и тем самым 

стимулировать протекание AP-эндонуклеазной реакции.  

 

 

Рис. 17. Влияние мутантных форм YB-1 на активность APE1. Представлен радиоавтограф ПААГ, 

содержащего 7 М мочевину, в котором проводили разделение продуктов реакции расщепления 50 нМ 

AP-U17-Comp 0.25 нМ APE1 (AP-эндонуклеазную реакцию проводили 10 мин при 37°C согласно 

пункту 2.2.14), выполненной в присутствии полноразмерного YB-1 (1-324) (дор. 1-4), ядерной формы 

YB-1(1-219) (дор. 5-8), либо мутантного белка, лишенного C-концевого домена (AP-CSD –  1-129 

аминокислотные остатки) (дор. 9-12). Концентрации соответствующих мутантных форм YB-1 в 

реакционных смесях и проценты расщепления AP-сайтов в ДНК указаны под радиоавтографом геля. 
 

     Для исследования роли N-концевой регуляторной области APE1 в стимуляции активности 

этого фермента белком YB-1, нами была использована мутантная форма APE1, лишенная 

первых 35 аминокислотных остатков. Согласно данным, полученным в разделе 3.1.1, удаление 

N-концевого фрагмента APE1 (1-35 а.о.) не нарушает комплекса APE1 и YB-1, а только 

понижает его стабильность (табл. 4). Ранее было показано, что митохондриальная форма APE1 

(mtAPE1), отличается от ядерной формы фермента делецией первых 33 аминокислотных 



79 
 

остатков, содержащих сигнал ядерной локализации (NLS) [391]. В соответствии с [391], AP-

эндонуклеазная активность mtAPE1 примерно втрое выше, чем у полноразмерного белка. 

Действительно, активность мутантной формы N∆35-APE1, использованной в настоящей работе, 

существенно превышала активность APE1, как следует из данных, представленных на рис.  18 

(дор. 3) и рис. 15 (дор. 4). Несмотря на сохранение характерного профиля влияния ионов Mg2+ 

на активность фермента при укорочении APE1 (рис. 18, дор. 1-9), мы обнаружили, что YB-1 

теряет способность стимулировать мутантный белок (рис. 18, дор. 10-18).  

 

 

Рис. 18. Сравнение влияния ионов магния и белка YB-1 на активность N∆35-APE1. Представлены 

радиоавтографы ПААГ, содержащих 7 М мочевину, в которых проводили разделение продуктов 

реакции расщепления 50 нМ AP-U17-Comp 0.1 нМ N∆35-APE1 (5 мин при 37°C согласно пункту 

2.2.14). AP-эндонуклеазную реакцию проводили в присутствии 0-50 мМ MgCl2 (дор. 1-9) либо 0-500 

нМ белка YB-1 (дор. 10-18). К1 – контроль выщепления урацила ферментом Ung (согласно разделу 

2.2.10); К2 – контроль неферментативной деградации AP-сайтов. Для контроля неферментативной 

деградации AP-сайтов (К2) образец реакционной смеси получения AP-сайтов (как описано в разделе 

2.2.9) инкубировали 5 мин при 37°C без добавления N∆35-APE1. Концентрации MgCl2 / YB-1 в 

реакционных смесях и проценты расщепления AP-сайтов в ДНК указаны под радиоавтографами 

гелей. 
 

     Таким образом, мы показали, что YB-1 или его ядерная форма YB-1(1-219) способны 

модулировать активность полноразмерной APE1 и, следовательно, могут быть вовлечены в 

регуляцию репарации ДНК в ядре при генотоксическом стрессе. Считается, что 

сверхэкспрессия APE1 в раковых клетках коррелирует с прогрессированием и 
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химиорезистентностью некоторых типов опухолей [392,393]. Мультифункциональный фермент 

APE1 может понижать чувствительность клеток к химиотерапии, участвуя в репарации ДНК 

или выполняя важные функции в регуляции транскрипции [378]. Установленная способность 

белка YB-1 стимулировать каталитическую активность APE1 по расщеплению AP-сайтов 

может способствовать репарации ДНК и, тем самым, вносить вклад в развитие устойчивости 

клеток опухоли к терапевтическим агентам. Ранее было показано, что YB-1 и APE1 (в 

ацетилированной форме) могут формировать комплекс на промоторе гена MDR1 [13]. Можно 

предположить, что открытая нами способность YB-1 стабилизировать комплекс APE1 с ДНК-

мишенью этого фермента может модулировать также коактиваторную функцию APE1 в 

процессе транскрипции, представляя еще один возможный путь участия онкобелка YB-1 в 

развитии устойчивости опухолей к химиотерапии. 

 

3.1.2.1.4. YB-1 ингибирует активность APE1 по расщеплению AP-сайтов, локализованных в 

некомплементарных участках ДНК 

     Следует отметить, что несмотря на установленную способность YB-1 стимулировать 

активность APE1 по расщеплению AP-сайтов в двунитевых ДНК, присутствие высоких 

концентраций YB-1 ингибирует фермент (рис. 15, дор. 18,19). Сходный колоколообразный 

профиль влияния на активность APE1 от концентрации характерен для ионов Mg2+ (рис. 15, 

дор. 4-10). Можно предположить, что в случае магния, высокая концентрация этого катиона 

вызывает дестабилизацию B-формы ДНК, как это было показано для бивалентных катионов 

металлов [394]. В свою очередь, YB-1 также может способствовать локальному плавлению 

дуплекса в районе повреждения [311,328]. Поскольку AP-сайты в составе одноцепочечных 

фрагментов ДНК расщепляются ферментом APE1 значительно хуже, чем AP-сайты в 

двухцепочечных структурах, присутствие высоких концентраций ионов Mg2+ и белка YB-1 

ингибирует активность APE1.  

     AP-сайты, которые образуются в однонитевых районах интермедиатов репликации и 

транскрипции в ходе метаболизма ДНК, представляют отдельную угрозу для клетки. В 

отсутствие комплементарной матрицы для ресинтеза ДНК, инициация репарации (расщепление 

цепи ДНК) может приводить к мутациям типа сдвига рамки считывания [395] и 

труднорепарируемым двунитевым разрывам молекулы ДНК [396]. Можно предположить, что 

отчасти это предотвращается за счёт значительно более слабой активности APE1 по отношению 

к AP-сайтам, локализованным в некомплементарных областях двойной спирали; тем не менее, 

нежелательная активность фермента на однонитевых ДНК-субстратах всё же не исключена (см. 

предыдущий раздел).  
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     Мы установили, что YB-1 способен ингибировать расщепление ферментом APE1 AP-сайтов, 

расположенных в одноцепочечной ДНК или в некомплементарных участках ДНК-дуплексов 

(рис. 19). Поскольку YB-1 способен ингибировать также активность укороченной формы APE1, 

N∆35APE1, можно заключить, что наблюдаемый эффект обусловлен связыванием YB-1 с ДНК, 

и не требует наличия N-концевой регуляторной области APE1. Действительно, согласно 

литературным данным, YB-1 предпочтительнее связывает одноцепочечную ДНК, чем 

двухцепочечную [328], что может быть причиной проявления ингибирующего действия YB-1 

при более низких его концентрациях по сравнению с влиянием YB-1 на расщепление AP-сайтов 

в ДНК-дуплексах. 

 

 

Рис. 19. Влияние YB-1 на расщепление AP-сайтов в одноцепочечных участках ДНК. А, Б. 

Представлены радиоавтографы ПААГ, содержащих 7 М мочевину, в которых проводили разделение 

продуктов реакции расщепления 50 нМ AP-U17 500 нМ APE1 (А) или 100 нМ N∆35-APE1 (30 и 15 мин 

при 37°C согласно пункту 2.2.14, соответственно).  К1 – контроль выщепления урацила ферментом 

Ung (согласно разделу 2.2.10); К2 – контроль неферментативной деградации AP-сайтов. Для контроля 

неферментативной деградации AP-сайтов (К2) образец реакционной смеси получения AP-сайтов (как 

описано в разделе 2.2.9) инкубировали 30 либо 15 мин при 37°C без добавления APE1 либо N∆35-

APE1, соответственно. Концентрации YB-1 в реакционных смесях и проценты расщепления AP-сайтов 
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в ДНК указаны под радиоавтографами гелей. В. Диаграмма, иллюстрирущая влияние YB-1 на 

активность APE1 по расщеплению AP-сайтов в некомплементарных областях ДНК-дуплексов AP-

Bub5-Comp и AP-Bub17-Comp. По оси X – концентрация YB-1, по оси Y – процент расщеплённого 

ДНК-субстрата. Приведены планки погрешностей с указанием относительных ошибок 10%. 
 

     Установленная способность YB-1 ингибировать потенциально опасную активность APE1 по 

расщеплению AP-сайтов в однонитевых фрагментах ДНК также может играть важную роль в 

регуляции репарации ДНК и обеспечивать дополнительный уровень устойчивости клеток к 

ДНК-повреждающему воздействию (особенно значимый для быстро пролиферирующих клеток 

с высокой скоростью метаболизма ДНК). 

 

3.1.2.2. Влияние YB-1 на активность фермента NEIL1 

     Репарация AP-сайтов в клетке преимущественно осуществляется по «каноническому» пути 

BER с участием APE1. Однако в некоторых случаях может реализоваться «дополнительный» 

путь, инициируемый расщеплением повреждённой цепи ДНК AP-лиазной активностью 

бифункциональных ДНК-гликозилаз (см. раздел 1.1.2). В качестве примера одного из 

«дополнительных» факторов BER, с помощью которого может происходить расщепление AP-

сайтов в ДНК, в настоящей работе мы рассмотрели бифункциональную ДНК-гликозилазу 

NEIL1. Этот фермент интересен ещё и тем, что его субстратная специфичность отличается от 

характерной для APE1 – в отличие от APE1, NEIL1 более эффективно расщепляет AP-сайты в 

одноцепочечных и частично некомплементарных фрагментах ДНК [45]. 

 

3.1.2.2.1. Сравнение активности NEIL1 на различных ДНК-структурах 

     Субстратные свойства одноцепочечных и частично некомплементарных олигонуклеотидов 

изучались ранее для суммарной реакции расщепления повреждённой ДНК, использующей N-

гликозилазную и AP-лиазную активности NEIL1. В ходе нашей работы мы сфокусировали 

внимание на AP-лиазной активности NEIL1 и обнаружили, что для этой отдельно взятой 

активности NEIL1 одноцепочечные AP-ДНК также обладают лучшими субстратными 

свойствами (рис. 20). Концентрации ДНК и NEIL1 в экспериментах, проведённых как с 

одноцепочечным, так и с двухцепочечными ДНК-субстратами, составляли 40 нМ и 25 нМ, 

соответственно. AP-лиазная активность NEIL1 на ДНК-дуплексах, содержащих области 

некомплементарных оснований, в свою очередь, превышает активность фермента на 

одноцепочечных олигонуклеотидах (условия реакции на субстратах AP-Bub5-Comp, AP-Bub17-

Comp, AP-BubL-Comp, AP-BubL3-Comp, AP-BubL-3-Comp: 40 нМ ДНК, 12.5 нМ NEIL1) (данные 

приведены в разделе 3.1.2.2.2, см. рис. 22 при нулевой концентрации YB-1). 
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Рис. 20. Расщепление AP-сайтов в олигонуклеотидах AP-U17 (А) и AP-U17-Comp (Б) ферментом NEIL1. 

Радиоавтографы ПААГ, содержащих 7 М мочевину и 20% формамид, в которых проводили 

разделение продуктов AP-лиазной реакции (25 нМ NEIL1, 40 нМ AP-ДНК). Проценты расщеплённого 

ферментом ДНК-субстрата указаны под радиоавтографами гелей. 
 

     Нами было исследовано расщепление ферментом NEIL1 AP-сайтов, локализованных в пяти 

различных вариантах таких ДНК-структур – AP-Bub5-Comp (некомплементарная область 

протяжённостью 5 п.н., AP-сайт в середине); AP-Bub17-Comp, AP-BubL-Comp, AP-BubL3-Comp и 

AP-BubL-3-Comp (размер некомплементарной области – 17 п.н., AP-сайт находится в середине; в 

первом положении некомплементарной области; в третьем положении некомплементарной 

области; и в нерасплавленном участке за три п.н. до начала некомплементарной области 

соответственно). Из этих ДНК-субстратов наиболее предпочтительным для NEIL1 является AP-

Bub17-Comp; перемещение AP-сайта на край некомплементарной области ухудшает 

субстратные свойства. Наконец, ДНК-дуплекс с маленьким «пузырём» (5 п.н.) уступает по 

субстратным свойствам структурам, содержащим более протяжённую область 

некомплементарных нуклеотидов (17 п.н.). 

 

3.1.2.2.2. Влияние YB-1 на расщепление AP-сайтов в ДНК ферментом NEIL1 

     В настоящей работе мы исследовали влияние YB-1 на AP-лиазную активность фермента 

NEIL1 по отношению к AP-сайтам, расположенным в различных ДНК-структурах. Было 

установлено, что YB-1 способен ингибировать расщепление ферментом NEIL1 AP-сайтов, 

локализованных в одноцепочечной ДНК, и стимулировать AP-лиазную активность фермента по 

отношению к двухцепочечной AP-сайт-содержащей ДНК (рис. 21). В отличие от влияния YB-1 

на активность APE1 по отношению к AP-сайтам в ДНК-дуплексах (рис. 15, дор. 13-19), 

стимуляция белком YB-1 AP-лиазной активности фермента NEIL1 носит линейный, а не 

колоколообразный характер (рис. 21А).  
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Рис. 21. Влияние YB-1 на активность NEIL1 по расщеплению AP-сайтов в двухцепочечной (А) и 

одноцепочечной ДНК (Б). Радиоавтографы ПААГ, содержащих 7 М мочевину и 20% формамид, в 

которых проводили разделение продуктов реакции расщепления ферментом NEIL1 AP-сайтов, 

расположенных в ДНК-структурах AP-U17-Comp (А) и AP-U17 (Б). Проценты расщепления AP-сайтов 

указаны под радиоавтографами гелей.  
 

     Отсутствие ингибирующего эффекта высоких концентраций YB-1 в противоположность 

данным, полученным  для фермента APE1, в данном случае, вероятно, может быть обусловлено 

тем, что для ферментов APE1 и NEIL1 наиболее предпочтительными являются ДНК-субстраты 

с отличающейся локальной вторичной структурой. Исходя из данных, свидетельствующих о 

предпочтительном связывании белком YB-1 одноцепочечных ДНК-субстратов по сравнению с 

двуцепочечными [328], а также способности этого белка понижать температуру плавления 

двойных спиралей [311,328], можно предположить, что взаимодействуя с AP-ДНК, YB-1 

способствует локальному плавлению дуплекса. Как было показано в настоящей работе, AP-

ДНК с локальной вторичной структурой в виде «пузыря» является более предпочтительным 

субстратом для NEIL1 (см. раздел 3.1.2.2.1).  

     Затем нами было исследовано влияние полноразмерной формы YB-1 на расщепление 

ферментом NEIL1 AP-сайтов, расположенных в областях некомплементарных нуклеотидов в 

составе ДНК-структур AP-Bub5-Comp, AP-Bub17-Comp, AP-BubL-Comp, AP-BubL3-Comp и AP-

BubL-3-Comp. Во всех случаях в присутствии YB-1 наблюдалось ингибирование AP-лиазной 

активности ДНК-гликозилазы NEIL1 (рис. 22). 

     Следует отметить, что ингибирующий эффект YB-1 выражен более заметно на структурах, 

содержащих протяжённые одноцепочечные области, – одноцепочечном олигонуклеотиде AP-

U17 и всех ДНК-дуплексах с «пузырём» размером 17 п.н. – чем на AP-Bub5-Comp, где 

одноцепочечный фрагмент имеет длину всего 5 нуклеотидов (сравнить рис. 22 А и Б). В свою 

очередь, положение AP-сайта в области некомплементарных нуклеотидов не имеет решающего 

значения (рис. 22Б). 



85 
 

 

 

Рис. 22. Влияние YB-1 на активность NEIL1 по расщеплению AP-сайтов в некомплементарных 

областях ДНК-дуплексов разных размеров (А) и в зависимости от положения AP-сайта в 

некомплементарной области (Б). На рисунке представлены диаграммы. Реакционные смеси содержали 

40 нМ радиоактивно меченные ДНК-структуры и 12.5 нМ NEIL1. По оси X – концентрация YB-1, по 

оси Y – процент расщеплённого ДНК-субстрата. Приведены планки погрешностей с указанием 

относительных ошибок 10%. 

 

3.1.2.3. Влияние YB-1 на dRP-лиазную активность pol β 

     Несмотря на наличие физических взаимодействий, ранее не удалось детектировать влияние 

YB-1 на ДНК-полимеразную активность pol β [14]. В нашей работе мы сфокусировали 

внимание на 2'-дезоксирибозо-5'-фосфат (dRP) лиазной активности, присущей pol β [41]. 

Поскольку было обнаружено, что dRP-лиазная реакция является скорость-лимитирующим 

этапом системы BER, была выдвинута гипотеза, согласно которой удаление dRP-фрагмента 

может играть существенную функциональную роль в регуляции процесса BER [397].  

     Для исследования влияния белка YB-1 на dRP-лиазную активность pol β, нами был 

сконструирован олигонуклеотид U17
Flu, несущий флуоресцентную метку на 3'-конце dUrd-

содержащей цепи (см. раздел 2.2.8). Мы обнаружили, что присутствие YB-1 в реакционной 

смеси ингибировало dRP-лиазную активность фермента на по отношению к ДНК-дуплексу AP-

U17
Flu-Comp, предварительно обработанному APE1 (рис. 23). 

     Вероятно, наблюдаемый эффект может быть обусловлен формированием тройного 

комплекса YB-1-pol β-ДНК (см. раздел 3.1.1) или повышенным сродством YB-1 к 

дезоксирибозофосфату [319], в результате которого YB-1 может конкурировать с pol β за dRP-

фрагмент. 
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Рис. 23. Влияние YB-1 на dRP-лиазную активность pol β. А. Радиоавтограф ПААГ, содержащего 7 М 

мочевину и 20% формамид, в котором проводили разделение продуктов реакции удаления dRP-

фрагмента из ДНК-структуры AP-U17
Flu-Comp ферментом pol β. Перед добавлением pol β производили 

полное расщепление AP-сайтов в ДНК ферментом APE1. Б. Соответствующая диаграмма; приведены 

планки погрешностей с указанием относительных ошибок 10%. 

 

     В то время как способность YB-1 стимулировать активности APE1 и NEIL1 в ходе 

нормального процесса BER может служить для ускорения превращения цитотоксического 

интермедиата – AP-сайта, физиологический смысл ингибирования dRP-лиазной активности pol 

β белком YB-1 остаётся неясным. Необходимость в негативной регуляции dRP-лиазной 

активности pol β может возникать в специфических условиях, когда следующий интермедиат 

процесса BER, образующийся при заполнении бреши ДНК-полимеразной активностью pol β, 

неэффективно процессируется ДНК-лигазой ligIIIα. Так или иначе, избыточное образование 

однонитевых разрывов в ДНК может приводить к активации PARP1. Синтез белком PARP1 

полимеров поли(АДФ-рибозы), в свою очередь, может способствовать диссоциации YB-1 из 

комплекса с повреждённой ДНК за счёт ковалентной модификации YB-1 ферментом PARP1 

либо нековалентного связывания этим белком полимеров PAR (см. следующую главу) и, 

следовательно, супрессии негативной регуляторной функции YB-1. 

 

     Таким образом, в настоящей главе было показано, что мультифункциональный белок YB-1 

способен вступать в физические взаимодействия с различными белками системы эксцизионной 

репарации оснований ДНК (APE1, NEIL1 и ДНК-полимераза β) и модулировать активность 

этих ферментов. Как было рассмотрено в обзоре литературы (глава 1), центральным 

регулятором процесса BER является белок PARP1 и катализируемая им реакция синтеза 

поли(АДФ-рибозы). В разделе 3.1.1. мы детектировали белок-белковое взаимодействие YB-1 с 
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PARP1 и PARP2. Исследование роли YB-1 в регуляции активности этих ферментов позволило 

установить множественные функции YB-1 в процессе поли(АДФ-рибозил)ирования и было 

рассмотрено далее в отдельной главе. 

 

3.2. Исследование участия YB-1 в ключевой регуляторной системе BER – 

процессе поли(АДФ-рибозил)ирования 

 

3.2.1. «Инициация»: взаимодействие YB-1 и PARP1, опосредованное ДНК 

 

3.2.1.1. Белки YB-1 и PARP1 формируют гетеромерный комплекс с повреждённой ДНК 

     Одним из свидетельств в пользу формирования тройного комплекса YB-1-PARP1-ДНК 

являются данные, полученные методом флуоресцентного титрования. В соответствии с 

результатами, представленными в главе 3.1.1, PARP1 способен связываться не только с белком 

YB-1, но и с комплексом YB-1-ДНК, что можно детектировать по повышению интенсивности 

флуоресценции молекул FAM-YB-1, находящихся в комплексе с ДНК, при добавлении PARP1  

(рис. 11А). 

     Образование гетеромерного комплекса белков с повреждённой ДНК также можно 

детектировать методами задержки в геле и флуоресцентной спектроскопии (рис. 24). В первом 

случае присутствие PARP1 в реакционной смеси стимулирует связывание YB-1 с ДНК, 

несущей радиоактивную метку. При этом формируются комплексы белков и ДНК, обладающие 

низкой подвижностью в геле, и, вероятно, соответствуют тройным комплексам YB-1-PARP1-

ДНК (рис. 24А). Во втором случае добавление YB-1 к комплексу PARP1-ДНК приводит к росту 

анизотропии флуоресценции ДНК, несущей флуоресцентную метку, что указывает на 

формирование тройного комплекса (рис. 24Б, синяя кривая). Присутствие молекул PARP1 в 

этих комплексах можно подтвердить по реакции поли(АДФ-рибозил)ирования, детектируемой 

после добавления НАД+ в режиме кинетического сканирования (см. далее, раздел 3.2.1.4, рис. 

33А, сравнить с рис. 33Б). 

     На данный момент нет однозначного ответа на вопрос, необходимо ли формирование димера 

PARP1 на повреждённой ДНК для автомодификации фермента [398]. Одна из последних работ 

в этой области иллюстрирует возможность как внутримолекулярной активации PARP1, так и 

межмолекулярной активации двух молекул фермента в составе димера, указывая, что первый 

вариант является предпочтительным [398]. Существование каталитически активных димеров 

PARP1 наводит на мысль о возможной регуляции реакции поли(АДФ-рибозил)ирования путём 

замещения одной из молекул димера PARP1 белком-партнёром. Данное предположение 
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находит подтверждение в литературе как факт существования регуляторов активности PARP1, 

которые привлекаются к месту повреждения независимо от каталитической активности PARP1 

[399]. 

 

 

Рис. 24. А. Радиоавтограф нативного ПААГ, в котором проводили разделение образцов, содержащих 

1х RBp1, 0 либо 200 нМ PARP1, 100 нМ несущий радиоактивную метку U17-Comp и 0-300 нМ YB-1. 

Формирование и анализ комплексов YB-1-ДНК и YB-1-PARP1-ДНК проводили, как описано в разделе 

2.2.3. Б. Исследование формирования комплексов YB-1-PARP1-ДНК методом флуоресцентной 

спектроскопии (согласно 2.2.20). Реакционные смеси содержали 1х RBp1, 200 нМ PARP1, 100 нМ 

Nick и 0-1000 нМ YB-1.  
 

     Установленное нами PAR-независимое связывание YB-1 с PARP1 в сайте повреждения ДНК 

является важной предпосылкой для функциональных взаимодействий этих белков на ранних 

стадиях синтеза поли(АДФ-рибозы). 

 

3.2.1.2. Поли(АДФ-рибозил)ирование – новая посттрансляционная модификация YB-1 

 

3.2.1.2.1. Поли(АДФ-рибозил)ирование YB-1 и его доказательства 

     Одним из основных видов ДНК-субстратов, используемых для исследования активности 

PARP1, служит ДНК, обработанная ДНКазой I (ДНКакт) [400]. Наряду с ДНКакт в настоящей 

работе в качестве ДНК-кофакторов PARP1 мы использовали различные ДНК-структуры. Так, 

ДНК-дуплекс AP-U17-foU, имитирующий ДНК, содержащую множественные повреждения 

(кластер оксидативных повреждений + «тупые» концы), значительно активировал PARP1 (рис. 

25). Для детекции реакции поли(АДФ-рибозил)ирования мы использовали НАД+, содержащий 

радиоактивную метку. В результате ковалентной модификации белков полимером PAR 
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радиоактивная метка включается в белки. Автополи(АДФ-рибозил)ирование PARP1 в условиях 

избытка НАД+ приводит к накоплению несущего радиоактивную метку продукта, 

детектируемого на границе гелей различной процентности (рис. 25А, дорожки 1-5, обозначен 

как PARP1*). Здесь и далее поли(АДФ-рибозил)ированные белки будем обозначать звёздочкой, 

т.е. PARP1* соответствует поли(АДФ-рибозил)ированному PARP1. 

     В присутствии YB-1 в реакционной смеси совместно с PARP1, НАД+ и повреждённой ДНК, 

с помощью SDS-гель-электрофореза и последующей радиоавтографии можно детектировать 

дополнительную полосу, ширина которой увеличивается с течением времени реакции (рис. 

25А, дорожки 6-10), а интенсивность зависит от концентрации YB-1, использованной в 

эксперименте (рис. 25А, сравнить дорожки 11-13 и 8).  

 

 

Рис. 25. Поли(АДФ-рибозил)ирование PARP1 и YB-1. А. Зависимость накопления продуктов реакции 

поли(АДФ-рибозил)ирования от времени реакции. Дорожки (1-5) – без YB-1; (6-10) – в присутствии 

400 нМ YB-1. Б. Дополнительные контроли к экспериментам, представленным на Рис. 25А. (1) – 

Поли(АДФ-рибозил)ирование YB-1 и PARP1 в отсутствие повреждённой ДНК; (2) – контроль 

поли(АДФ-рибозил)ирования YB-1 без PARP1. На рисунке представлены радиоавтографы SDS-

ПААГ, в которых проводили разделение продуктов реакции поли(АДФ-рибозил)ирования с 

использованием НАД+, содержащего радиоактивную метку (400 µМ, 1:10). Для активации PARP1 

использовали 40 нМ AP-U17-foU. Времена реакции поли(АДФ-рибозил)ирования и концентрации YB-

1 в реакционной смеси указаны под радиоавтографами гелей. 
 

     Для доказательства того, что включение радиоактивной метки в белки действительно 

обусловлено синтезом ковалентно присоединённого полимера PAR, несущего радиоактивную 
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метку, продукты реакции поли(АДФ-рибозил)ирования были обработаны поли(АДФ-рибоза)-

гликогидролазой PARG (рис. 26Б). PARG представляет собой основной фермент, 

ответственный за деградацию полимера PAR in vivo [290]. В присутствии PARG наблюдалось 

значительное уменьшение интенсивности полос на SDS-ПААГ, соответствующих поли(АДФ-

рибозил)ированным белкам PARP1* и YB-1* (рис. 26Б). 

     Дальнейшее подтверждение модификации YB-1 было получено методом иммуноблоттинга с 

использованием антител, специфичных к PAR и YB-1 (рис. 26В). Чистый рекомбинантный YB-

1, использованный в качестве контроля, распознавался антителами специфичными к YB-1, но 

не распознавался антителами специфичными к полимеру PAR (рис. 26В, сравнить дор. 3 на 

разных мембранах). 

 

 

Рис. 26. Доказательства поли(АДФ-рибозил)ирования YB-1. А. SDS-ПААГ, в котором проводили 

разделение продуктов реакции поли(АДФ-рибозил)ирования YB-1 и PARP1 (окраска Кумасси). (1) – 

реакционная смесь не содержала НАД+; (2) – в присутствии НАД+ (400 µМ). Для активации PARP1 

использовали 40 нМ AP-U17-foU. Слева указаны молекулярные массы, соответствующие 

расположению белковых маркёров PageRuler (Fermentas). Б. Деградация полимеров PAR ферментом 

PARG. Радиоавтограф SDS-ПААГ, в котором проводили разделение продуктов реакции деградации 

поли(АДФ-рибозы) ферментом PARG. Времена инкубации с PARG смеси поли(АДФ-

рибозил)ированных белков PARP1 и YB-1 указаны под радиоавтографом геля. В. Иммуноблот 

поли(АДФ-рибозил)ирования YB-1 с использованием антител, специфичных к YB-1 (первая 
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мембрана) и поли(АДФ-рибозе) (вторая мембрана). PARP1 и YB-1 были поли(АДФ-рибозил)ированы 

с использованием немеченого НАД+ (400 µМ) в присутствии 40 нМ AP-U17-foU. (1) – автополи(АДФ-

рибозил)ированный PARP1; (2) – поли(АДФ-рибозил)ирование PARP1 и YB-1 (200 нМ); (3) – 

контрольная смесь без PARP1, содержащая 400 нМ YB-1. Г. Доказательство ковалентного 

взаимодействия YB-1 и PAR. (1) – поли(АДФ-рибозил)ирование PARP1 и YB-1 (400 нМ). (2) – 

поли(АДФ-рибозил)ирование PARP1, YB-1 (400 нМ) добавляли в реакционную смесь после 

ингибирования активности PARP1 с использованием 3-аминобензамида.  
 

     Окраской геля Кумасси было установлено, что новая полоса действительно соответствует 

белку YB-1, ковалентно модифицированному полимером PAR (YB-1*). В условиях проведения 

эксперимента около 60-70% YB-1 поли(АДФ-рибозил)ируется, что можно оценить из 

интенсивности полос при окраске гелей Кумасси (рис. 26А). Следует отметить, что в отсутствие 

PARP1 или повреждённой ДНК, необходимой для активации PARP1, модификации YB-1 не 

наблюдается (рис. 25Б, дорожки 1, 2). 

     Необходимо принимать во внимание, что электрофоретическая подвижность YB-1 не 

соответствует его молекулярной массе (при М.в. ~ 36 кДа YB-1 мигрирует в SDS-ПААГ как 

белок, имеющий М.в. ~ 50 кДа) [10]. Тем не менее, как YB-1-специфичные, так и PAR-

специфичные антитела детектировали размытую полосу (М.в. ~50-72 кДа), расположенную над 

полосой, соответствующей белку YB-1 (рис. 26В, дор. 2 на обеих мембранах), и 

представляющую собой спектр продуктов поли(АДФ-рибозил)ирования белка YB-1 (YB-1*), 

различающихся длиной/структурой присоединенных цепей PAR. Вероятно, поли(АДФ-

рибозил)ирование YB-1 может понижать способность антител распознавать эпитопы белка-

мишени, поскольку интенсивность размытой полосы, соответствующей YB-1* (рис. 26В, дор. 

2), меньше, чем степень модификации, рассчитанная по окраске геля Кумасси (рис. 26А). PAR-

специфичные антитела также реагируют с автополи(АДФ-рибозил)ированным PARP1 (рис. 

26В, вторая мембрана, дор. 1). Низкую, по сравнению с YB-1*, интенсивность полос, 

соответствующих PARP1*, можно объяснить различием в размере белков (М.в. ~36 кДа для 

YB-1 и ~113 кДа для PARP1) – вследствие большого размера молекул PARP1 может 

происходить неполный перенос PARP1* на мембрану. Различие в длине и структуре 

присоединённых к белкам полимеров PAR также может оказывать существенное влияние. В то 

время как автомодификация PARP1, как показано, происходит длинными разветвлёнными 

полимерами PAR, содержащими более 200 мономеров АДФ-рибозы [401,402], цепи PAR, 

присоединённые к YB-1 могут достигать порядка 25 мономеров, как можно приблизительно 

оценить из молекулярной массы модифицированного YB-1*. 

     Многие белки способны связывать PAR нековалентно. В некоторых случаях это 

взаимодействие может быть настолько прочным, что комплексы не удаётся разрушить даже 
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добавлением хаотропных веществ, сильных кислот, детергентов и повышением ионной силы 

раствора [403]. Чтобы исключить возможность нековалентного взаимодействия YB-1 с 

поли(АДФ-рибозой), каталитическую активность PARP1 ингибировали после 5 мин реакции 

поли(АДФ-рибозил)ирования с использованием ингибитора PARP1 (3-аминобензамида). Затем 

в реакционную смесь добавляли YB-1 и дополнительно инкубировали пробу в течение 5 мин 

при 37○C (рис. 26Г, дор. 2). При этом не наблюдалось радиоактивной полосы, соответствующей 

поли(АДФ-рибозил)ированному YB-1* (рис. 26Г, сравнить дор. 1 и 2). 

 

3.2.1.2.2. Модификация YB-1 ферментом PARP2 

     Среди белков, входящих в семейство PARP помимо PARP1, был описан только один белок – 

PARP2, способный катализировать синтез поли(АДФ-рибозы) в присутствии некоторых видов 

повреждений ДНК [404]. Для экспериментов с PARP2 мы использовали концентрацию PARP2, 

в пять раз превышающую концентрацию PARP1 в соответствующих экспериментах. Мы 

установили, что PARP2 также способен поли(АДФ-рибозил)ировать YB-1, однако с меньшей 

эффективностью, чем PARP1 (рис. 27).  

 

 

Рис. 27. Поли(АДФ-рибозил)ирование YB-1 ферментом PARP2 в присутствии активированной ДНК 

(А) и 40 нМ AP-U17-foU (Б). Радиоавтографы SDS-ПААГ, в которых проводили разделение продуктов 

реакции поли(АДФ-рибозил)ирования YB-1 ферментом PARP2 с использованием НАД+, 

содержащего радиоактивную метку (400 µМ, 1:10). Концентрации YB-1 и активированной ДНК в 

реакционной смеси указаны под радиоавтографами гелей. 
 

     В целом, низкая по сравнению с PARP1 каталитическая активность PARP2 была отмечена 

при использовании различных ДНК-структур [373]. 
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3.2.1.2.3. Модификация YB-1 ферментами PARP1 и PARP2 в присутствии РНК 

     Ранее было показано, что в присутствии РНК может происходить стимуляция активности 

ферментов PARP1 и PARP2 in vitro [405]. Также наблюдалось связывание PARP1 с РНК in vivo 

[406]. Поскольку большинство функций YB-1 в клетке связано с регуляцией метаболизма РНК 

(см. обзор [10]), исследование функциональных взаимодействий YB-1 и поли(АДФ-рибоза)-

полимераз в присутствии РНК представляло отдельный интерес. 

     Мы обнаружили, что PARP1 и PARP2 способны поли(АДФ-рибозил)ировать YB-1 в 

присутствии как суммарной РНК клеток HeLa, так и олигонуклеотида oligoRNA, 

имитирующего мРНК, несмотря на то, что YB-1 выраженно ингибирует активности обеих 

поли(АДФ-рибоза)-полимераз (рис. 28).  

 

 

Рис. 28. Поли(АДФ-рибозил)ирование YB-1 в присутствии суммарной РНК клеток HeLa (0.4 A260 

ед./мл) (А) и 100 нМ oligoRNA (Б). Радиоавтографы SDS-ПААГ, в которых проводили разделение 

продуктов реакции поли(АДФ-рибозил)ирования YB-1 ферментами PARP1 и PARP2 с 

использованием НАД+, содержащего радиоактивную метку (2 µМ, 1:10) а также сами гели, 

окрашенные Кумасси (Б). М – белковые маркёры (PageRuler, Thermo Scientific). Концентрации YB-1 в 

реакционной смеси указаны под радиоавтографами гелей. 
 

     Как можно видеть на рис. 28Б (дорожки 3 и 4), длина полимеров PAR, ковалентно 

присоединённых к PARP1*, уменьшается в присутствии YB-1, что соответствует увеличению 

количества продуктов реакции автополи(АДФ-рибозил)ирования, имеющих высокую 

подвижность в геле. Наблюдаемый факт можно объяснить высоким сродством YB-1 к РНК (Kd 

~ нМ) [296,407], в результате чего этот белок может конкурировать с PARP1 за связывание 

РНК-лиганда, способствуя диссоциации PARP1 из комплекса с РНК и, тем самым, понижая 
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эффективность реакции поли(АДФ-рибозил)ирования. Не исключено, что поли(АДФ-

рибозил)ирование YB-1 в присутствии РНК, может играть роль в регуляции РНК-зависимых 

функций этого белка. 

 

3.2.1.2.4. Влияние поли(АДФ-рибозил)ирования на свойства YB-1 

     Ковалентная модификация отрицательно заряженным полимером PAR, как правило, 

приводит к изменению ДНК-связывающих свойств белков-мишеней поли(АДФ-

рибозил)ирования [82]. В частности, в результате автомодификации сам PARP1 диссоциирует 

из комплекса с повреждённой ДНК, поскольку присоединённый к нему полимер PAR вносит 

дополнительный заряд в эту структуру [408].  

     Методом задержки в геле можно детектировать связывание YB-1 с повреждённой ДНК (рис. 

29А, дор. 1-5). В то время как присутствие PARP1 в реакционной смеси не нарушает 

формирования комплексов YB-1 с несущим радиоактивную метку олигонуклеотидом AP-U17-

foU (рис. 29А, дор. 6-10), присутствие PARP1 совместно с НАД+ приводит к исчезновению 

комплексов YB-1 с ДНК (рис. 29А, дор. 11-15).  

     Таким образом, поли(АДФ-рибозил)ирование YB-1 приводит к резкому уменьшению 

сродства этого белка к ДНК. В качестве дополнительного контроля, в реакционные смеси, 

соответствующие дорожкам (11-15) (рис. 29А), был добавлен PARG в присутствии ингибитора 

PARP1, 3-аминобензамида, и образцы были выдержаны в течение 1 ч при 37○C. В результате 

деградации PAR происходило частичное восстановление ДНК-связывающей активности YB-1 

(рис. 29А, дор. 16-20). Следует учитывать тот факт, что из-за стерических препятствий PARG 

не способна удалять проксимальный мономер АДФ-рибозы с белков [291]. Это может 

объяснить различие в характере комплексов, детектируемых методом задержки в геле, при 

связывании ДНК немодифицированным белком YB-1 (рис. 29А, дор. 1-5) и YB-1 после 

модификации и последующего удаления полимера PAR (рис. 29А, дор. 16-20). 

     В результате поли(АДФ-рибозил)ирования YB-1 исчезает ингибирующий эффект высоких 

концентраций этого белка на активность APE1 по расщеплению AP-сайтов в составе 

двухцепочечных ДНК-структур (рис. 29Б). Этот факт служит дополнительным подтверждением 

того, что именно белок-нуклеиновые взаимодействия YB-1 с повреждённой ДНК вносят 

основной вклад в ингибирование активности APE1, наблюдаемое нами ранее (см. раздел 

3.1.2.1.2, рис. 15, дор. 18, 19). 
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Рис. 29. Влияние поли(АДФ-рибозил)ирования на ДНК-связывающую активность YB-1. А. 

Радиоавтографы нативных ПААГ, в которых проводили разделение продуктов реакции связывания 

YB-1 с 40 нМ олигонуклеотидом AP-U17-foU, несущим радиоактивную метку. Присутствие PARP1, 

НАД+ или PARG в реакционной смеси указано под соответетствующими радиоавтографами. Б. 

Поли(АДФ-рибозил)ирование YB-1 приводит к элиминации ингибирующего действия этого белка 

на активность APE1 по расщеплению AP-сайта в составе ДНК-дуплекса AP-U17-foU. Представлена 

диаграмма. По оси X – концентрация YB-1 ; по оси Y – процент расщеплённого ДНК-субстрата. 

Приведены планки погрешностей с указанием относительных ошибок 10%. 

 

3.2.1.3. ДНК как регулятор функциональных взаимодействий YB-1 и поли(АДФ-рибоза)-

полимераз 

 

3.2.1.3.1. Влияние концентрации ДНК на взаимодействие YB-1 и PARP1 

     Несмотря на невысокое сродство YB-1 к ДНК (Kd ~ µМ) [332,342], было предположено, что 

он может конкурировать с ДНК-связывающими ядерными белками в силу своей способности к 

формированию мультимеров в присутствии ДНК [314]. Действительно, данные по 
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флуоресцентному титрованию, полученные в настоящей работе (раздел 3.3.1), подтверждают, 

что за счёт гомоолигомеризации YB-1 может конкурировать с PARP1 за связывание ДНК-

лиганда (значения EC50, определённые для комплексов YB-1-YB-1 и YB-1-PARP1 в 

присутствии повреждённой ДНК составили 360 и 470 нМ, соответственно, см. табл. 4). Кроме 

того, мы показали, что YB-1 способен физически взаимодействовать с ДНК-связывающим 

доменом PARP1 (p24) (рис. 11Б, табл. 4). Белок-белковое взаимодействие PARP1 с YB-1, таким 

образом, может регулировать активность этого фермента, поскольку связывание с 

повреждённой ДНК необходимо для активации PARP1 [50]. 

     Действительно, при высоком соотношении концентраций YB-1:ДНК ([YB-1]:[ДНК] ~10:1 и 

выше) белок YB-1 ингибирует активность PARP1, в результате чего понижается уровень не 

только автомодификации этого фермента, но и уровень поли(АДФ-рибозил)ирования YB-1 

(рис. 30А, дор. 1-6; рис. 30Б, дор. 1-6). Напротив, в присутствии избытка повреждённой ДНК 

YB-1 оказывает выраженный стимулирующий эффект на активность PARP1 (рис. 30А, дор. 9, 

10; рис. 30Б, дор. 10-12). Подробно некоторые аспекты этого феномена, как и его возможные 

механизмы, будут изложены далее (раздел 3.2.2.3). 

     Интересно отметить, что в условиях избытка повреждённой ДНК в реакционной смеси, 

поли(АДФ-рибозил)ирование YB-1 «запаздывает» по сравнению с модификацией этого белка в 

случае ограниченного количества ДНК (рис. 30Б, сравнить дор. 3-5 и 9-11). Для того, чтобы 

поли(АДФ-рибозил)ирование YB-1 произошло, этот белок должен находиться в тройном 

комплексе с PARP1 и повреждённой ДНК. Формирование тройного комплекса, в свою очередь, 

зависит от концентраций индивидуальных компонент и их соотношения. В условиях 

ограниченного количества ДНК-кофактора (рис. 30Б, дор. 1-6), все молекулы повреждённой 

ДНК находятся в комплексах с PARP1; связывание YB-1 с бинарным комплексом PARP1-ДНК 

приводит к немедленному функциональному взаимодействию этого белка с PARP1, 

находящемся в активном (связанном с ДНК) состоянии. Следует отметить, что для 

эффективной модификации YB-1 необходимо присутствие этого белка в гетеромерном 

комплексе с PARP1 и ДНК именно на начальных стадиях синтеза поли(АДФ-рибозы) (см. далее 

раздел 3.2.2.3.3). Напротив, в условиях избытка повреждённой ДНК (рис. 30Б, дор. 7-12) может 

происходить независимое связывание PARP1 и YB-1 с различными молекулами ДНК, особенно 

если принять во внимание тот факт, что тендеция YB-1 к гомо-олигомеризации выше, нежели 

его сродство к PARP1 (табл. 4). По этой причине, в случае избытка повреждённой ДНК для 

взаимодействия YB-1 с молекулой ДНК, связанной PARP1, и формирования тройного 

комплекса, ведущего к PARилированию YB-1, требуются более высокие концентрации YB-1. 
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Рис. 30. Влияние YB-1 на активность PARP1 в присутствии различных концентраций 

олигонуклеотида AP-U17-foU (А) и активированной ДНК (Б). Представлены радиоавтографы SDS-

ПААГ, в которых проводили разделение продуктов реакции поли(АДФ-рибозил)ирования YB-1 

ферментом PARP1 с использованием НАД+, содержащего радиоактивную метку (400 µМ, 1:10 (А) и 2 

µМ, 1:10 (Б)). Концентрации YB-1 и повреждённой ДНК в реакционной смеси указаны под 

радиоавтографами гелей. 

 

3.2.1.3.2. Влияние структуры ДНК на взаимодействие YB-1 и PARP1 

     Ранее было показано, что наличие в двойной спирали ДНК участков, отличающихся по 

структуре от канонической B-формы (в том числе, стабильных некомплементарных областей), 

может активировать PARP1 [51]. В связи с этим, одним из возможных механизмов стимуляции 

PARP1 в присутствии YB-1 может быть частичное плавление ДНК-дуплексов за счёт присущей 

YB-1 активности ДНК-шаперона [311,328].  
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     Для проверки этой гипотезы, мы исследовали активность PARP1 на различных ДНК-

структурах, в том числе, однонитевых ДНК и ДНК-дуплексах, содержащих некомплементарные 

участки разных протяжённостей, в отсутствие и в присутствии YB-1 (рис. 31). 

 

 

Рис. 31. Влияние структуры ДНК-кофактора на активность PARP1. Радиоавтографы ТХУ-мишеней, на 

которых производили остановку реакций поли(АДФ-рибозил)ирования PARP1, выполненных в 

присутствии различных ДНК-структур в отсутствие или в присутствии YB-1. Активность PARP1 на 

ДНК-дуплексе U17-сomp в отсутствие YB-1 принята за 100%. 
 

     Активность PARP1 в присутствии двухцепочечных ДНК-структур, содержащих 

некомплементарные области размером 1 и 5 н.п. (woU-mm и bub5-comp, соответственно), 

практически не отличалась от активности, проявляемой ферментом в присутствии нативной 

двухцепочечной ДНК (woU-comp, рис. 31). Вероятно, это можно объяснить тем, что основной 

вклад в активацию PARP1 вносят незащищённые двухцепочечные концы этих 

олигонуклеотидов. Активность PARP1 в присутствии ДНК-дуплекса, содержащего 

протяжённую некомплементарную область (17 н.п., bub17-comp), была даже ниже, чем 

активность фермента в присутствии полностью комплементарной ДНК (рис. 31). Способность 

YB-1 стимулировать синтез PAR практически не зависела от типа используемой 

двухцепочечной ДНК (рис. 31). Полученный результат свидетельствует о том, что YB-1-

опосредованное плавление ДНК-дуплексов, даже если оно имеет место, не является причиной 

стимуляции PARP1 в присутствии YB-1.  

     При использовании одноцепочечной ДНК в качестве кофактора PARP1, YB-1 выраженно 

ингибировал активность фермента (woU, рис. 31). Интересно, что ингибирование реакции 

поли(АДФ-рибозил)ирования белком YB-1 во всех случаях коррелирует с очень низкой 

модификацией самого YB-1 (рис. 27, рис. 28, рис. 30Б (дор. 1-6), рис. 31 для оцДНК woU). 

Следует отметить, что эти феномены связаны не только прямой, но и обратной зависимостью, 

поскольку поли(АДФ-рибозил)ирование YB-1, если оно имеет место, приводит к диссоциации 

этого белка из комплекса с ДНК и исчезновению конкуренции YB-1 и PARP1. Так, даже при 

высоком соотношении концентраций YB-1:ДНК ([YB-1] >> [ДНК]), модификация YB-1 в 
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присутствии ДНК-дуплекса с течением времени приводит к истощению пула 

немодифицированного белка и освобождению ДНК (см. далее, раздел 3.2.1.4). 

     Способность YB-1 конкурировать с PARP1 за связывание повреждённой ДНК 

(одноцепочечной при любой концентрации и двухцепочечной в условиях её недостатка (см. 

пункт 3.2.1.3.1) может служить для регуляции синтеза поли(АДФ-рибозы) посредством 

изменения доступности ДНК-кофактора, необходимого для активации PARP1. Так, выведение 

из реакции однонитевых фрагментов ДНК – неэффективных для активации PARP1 – считается 

одним из механизмов стимуляции активности PARP1 полиаминами [409]. Однако, как будет 

показано в следующем разделе, YB-1 может также регулировать доступность акцептора 

модификации, когда в роли акцептора выступает сама молекула ДНК.  

 

3.2.1.3.3. Влияние YB-1 на ковалентную модификацию ДНК ферментом PARP3 

     Одним из последних наиболее интересных открытий в области процесса поли(АДФ-

рибозил)ирования было установление возможности ковалентной модификации in vitro концов 

разрыва молекулы ДНК с участием ферментов PARP1 и PARP2 [155]. Предполагается, что эта 

модификация может иметь непосредственное отношение к регуляции процесса репарации ДНК 

[169]. Помимо PARP1 и PARP2, в регуляции репарации ДНК может функционировать третий 

представитель семейства поли(АДФ-рибоза) полимераз – PARP3, для которого была показана 

активация в ответ на повреждение ДНК и способность катализировать реакцию моно(АДФ-

рибозил)ирования белков [410].  

     Недавно Белоусовой Е. А. с соавт. [данные не опубликованы] была установлена способность 

PARP3 к модификации концов повреждённой ДНК, подобраны условия реакции, позволяющие 

получать до 70% модифицированного продукта, а также разработана эффективная методика 

детекции с использованием ДНК, несущей радиоактивную метку (PARP3 присоединяет к 

акцептору 1-2 мономера АДФ-рибозы по 5'-концевому фосфату. Удельной активности 

радиоактивно меченого НАД+ недостаточно для визуализации продуктов реакции) [данные не 

опубликованы]. С использованием разработанных условий реакции, белка PARP3 и ДНК-

структуры, любезно предоставленных Белоусовой Е. А., мы исследовали влияние YB-1 на 

ковалентную модификацию ДНК ферментом PARP3 (рис. 32).  

      Нами было установлено, что YB-1 способен ингибировать активность фермента PARP3 при 

модификации олигонуклеотида Nick-2 (рис. 32А, дор. 6-8). Анализ реакционных смесей 

методом задержки в геле показал прямую аналогию между нарастанием ингибирующего 

эффекта с увеличением концентрации YB-1 (рис. 32А, дор. 3-8) и уменьшением количества 

свободной ДНК, не связанной в комплексы с YB-1 (рис. 32Б, дор. 1-6). В качестве 

дополнительного подтверждения природы наблюдаемого феномена, мы исследовали влияние 
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YB-1 на активность PARP3 по модификации олигонуклеотида Nick-2 в присутствии oligoRNA, 

предполагая, что РНК должна служить достаточно эффективным конкурентом для связывания 

YB-1 с ДНК. Действительно, в присутствии РНК сравнимый ингибирующий эффект достигался 

при существенно более высоких концентрациях YB-1 (рис. 32А, сравнить дор. 6-8 и 12-14), что 

соответствует увеличению количества ДНК, не связанной YB-1, в этих условиях (рис. 32Б, дор. 

7-12).  

 

 

Рис. 32. Влияние YB-1 на ковалентную модификацию ДНК ферментом PARP3. А. Радиоавтограф 

ПААГ, содержащего 7 М мочевину, в котором проводили разделение продуктов реакции 

модификации олигонуклеотида Nick-2, несущего радиоактивную метку, ферментом PARP3 в 

присутствии 200 µМ НАД+. К1 –контроль ДНК, К2 – контроль ДНК + 400 нМ YB-1. (3-8) – без РНК, 

(9-14) – в присутствии 2000 нМ oligoRNA в качестве конкурента для связывания YB-1. ДНК* 

соответствует Nick-2, модифицированному ферментом PARP3. Б. Исследование 

комплексообразования YB-1 с Nick-2 в условиях реакции методом задержки в геле. (1-6) – без РНК, 

(7-12) – в присутствии 2000 нМ oligoRNA в качестве конкурента за связывание YB-1. 
 

     Таким образом, YB-1 способен ингибировать модификацию концов разрыва ДНК при 

связывании ДНК. Вероятно, в основе этого феномена лежит конкуренция YB-1 и PARP3 за 

ДНК, препятствующая активации PARP3. Однако нельзя исключать возможность того, что YB-
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1 также способен выступать в качестве мишени моно(АДФ-рибозил)ирования ферментом 

PARP3. В этом случае причиной ингибирования модификации ДНК также может быть 

конкуренция YB-1 с ДНК за моно(АДФ-рибозу).  

 

3.2.1.4. Исследование взаимодействий белков YB-1 и PARP1 в режиме реального времени 

     На данный момент существует несколько подходов для изучения активности PARP1 

[411,412]. Все они (включая использование содержащего радиоактивную метку НАД+) 

основаны на определении количества синтезируемой поли(АДФ-рибозы) либо не 

прореагировавшего НАД+ и не позволяют непосредственно детектировать реакцию, 

катализируемую PARP1. Для исследования процесса поли(АДФ-рибозил)ирования в режиме 

реального времени в нашей лаборатории Анарбаевым Р. О. был разработан метод, основанный 

на флуоресцентной спектроскопии [374]. Данный метод позволяет осуществлять непрямую 

детекцию автополи(АДФ-рибозил)ирования PARP1 по изменению анизотропии флуоресценции 

ДНК-структуры, несущей флуоресцентную группу (см. раздел 2.2.20). В основе подхода лежит 

тот факт, что в ходе автомодификации PARP1 диссоциирует из комплекса с повреждённой ДНК 

за счёт электростатического отталкивания отрицательно заряженных ДНК и растущего 

полимера поли(АДФ-рибозы) [408].  

     Мы применили метод флуоресцентной спектроскопии для исследования функциональных 

взаимодействий белков YB-1 и PARP1. По изменению анизотропии флуоресценции ДНК-

структуры Nick в нулевой точке можно судить об образовании комплекса PARP1 с ДНК (рис. 

33А, серая кривая соответствует анизотропии флуоресценции свободной ДНК, светло-голубая – 

анизотропии флуоресценции ДНК, находящейся в комплексе с PARP1). При добавлении YB-1 в 

возрастающей концентрации наблюдается дополнительное увеличение анизотропии 

флуоресценции Nick, что указывает на формирование более сложных комплексов YB-1-PARP1-

ДНК, предположительно, содержащих несколько молекул YB-1 (рис. 33А, синие кривые). 

Результаты аналогичного эксперимента по связыванию, выполненного в отсутствие НАД+, 

обсуждались ранее (раздел 3.2.1.1.). В настоящем случае реакционные смеси содержали НАД+, 

а измерение анизотропии флуоресценции проводилось в кинетическом режиме (0-30 мин). 

Падение уровня анизотропии в образцах, содержащих PARP1 и YB-1 до уровня, 

соответствующего свободной ДНК, свидетельствует о диссоциации белков из комплекса с ДНК 

в ходе реакции поли(АДФ-рибозил)ирования (рис. 33А, кривые, соответствующие 0-800 нМ 

YB-1). 

     Ранее мы показали, что при высоком соотношении концентраций YB-1: ДНК  ([YB-1]:[ДНК] 

~10:1 и выше) наблюдается ингибирование активности PARP1 на начальных этапах реакции 

(раздел 3.2.1.3.1). Методом флуоресцентной спектроскопии при высокой концентрации YB-1  
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Рис. 33. Исследование взаимодействий белков YB-1 и PARP1 в режиме реального времени. А. «Лаг-

период» освобождения ДНК в присутствии высоких концентраций YB-1. Представленные кривые 

иллюстрируют изменения анизотропии флуоресценции Nick, измеренные в режиме кинетического 

сканирования (согласно 2.2.20). Реакционные смеси содержали 1х RBp1, 200 нМ PARP1, 100 нМ Nick и 

0-3200 нМ YB-1 (повышение концентрации YB-1 в реакционной смеси показано увеличением 

интенсивности цвета кривых). Процесс поли(АДФ-рибозил)ирования запускали добавлением 

немеченого НАД+ в 25 с реакции до конечной концентрации 500 µМ. Б. Контроль. Реакционные смеси 

содержали 1х RBp1, 100 нМ Nick и 0-3200 нМ YB-1 (повышение концентрации YB-1 в реакционной 

смеси показано увеличением интенсивности цвета кривых). Процесс поли(АДФ-рибозил)ирования 

запускали добавлением немеченого НАД+ в 25 с реакции до конечной концентрации 500 µМ. В. 

Радиоавтограф SDS-ПААГ, в котором проводили разделение продуктов реакции поли(АДФ-

рибозил)ирования. Реакционные смеси были приготовлены аналогично (А), но реакцию запускали 

добавлением НАД+, содержащего радиоактивную метку. Г. Исследование диссоциации комплекса YB-

1-PARP1-ДНК в ходе поли(АДФ-рибозил)ирования методом задержки в геле. Реакционные смеси 

содержали 1х RBp1, 40 нМ несущий радиоактивную метку Nick, 100 нМ PARP1, 400 нМ YB-1 и 500 

µМ  немеченый НАД+. К – контроль ДНК.  
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также обнаруживается «лаг-период» освобождения ДНК или задержка ДНК в комплексе с 

белками (0-5 мин от начала реакции) (рис. 33А, верхняя кривая). Наличие «лаг-периода» можно 

также детектировать методом задержки в геле с использованием несущей радиоактивную метку 

ДНК и немеченого НАД+ (рис. 33Г, дор. 1-3). Причина данного феномена состоит не в 

ингибировании PARилирования белков, о чём свидетельствует дальнейшее падение уровня 

анизотропии флуоресценции (после 5 мин реакции, рис. 33А). С наибольшей вероятностью, 

появление «лаг-периода» диссоциации комплексов при повышении концентрации YB-1 в 

реакционной смеси можно объяснить тем, что YB-1 в гетеромере с PARP1 является 

преимущественной мишенью для модификации. При этом автомодификация PARP1 и, 

соответственно, его диссоциация из комплекса с ДНК может быть замедлена в силу 

статистически более частого присоединения мономеров (АДФ-рибозы) на посторонний 

избыточный акцептор – YB-1. В этом случае падение анизотропии флуоресценции будет 

детектироваться с того момента, когда равновесие между связыванием в комплекс (YB-1)n-

PARP1-Nick новых молекул YB-1 из раствора и диссоциацией поли(АДФ-рибозил)ированного 

YB-1 из комплекса сместится в сторону последней в результате истощения пула свободного 

немодифицированного YB-1. 

     Для подтверждения этой гипотезы мы воспроизвели эксперимент с использованием НАД+, 

содержащего радиоактивную метку, что позволило детектировать продукты модификации (рис. 

33В). Действительно, в использованных условиях реакции YB-1 выступал в качестве 

преимущественной мишени поли(АДФ-рибозил)ирования, незначительно подавляя 

автомодификацию PARP1 (рис. 33В, сравните дор. 1-4 и 9-12). Таким образом, при высоком 

соотношении концентраций YB-1:ДНК ([YB-1] >> [ДНК]) понижение уровня 

автоPARилирования PARP1 на ранних этапах реакции может происходить либо вследствие 

ингибирования каталитической активности PARP1, вызванного конкуренцией YB-1 и PARP1 за 

ДНК-лиганд (см. раздел 3.2.1.3.1), либо (если PARP1 активен) по причине конкуренции YB-1 и 

PARP1 за растущий полимер PAR.  

 

3.2.2. «Элонгация» (ранние этапы): взаимодействие YB-1 и PARP1 посредством 

полимера PAR, ковалентно присоединённого к PARP1 

 

3.2.2.1. Связывание YB-1 с поли(АДФ-рибозой) 

    Значимая часть функций процесса PARилирования в клетках реализуется посредством 

динамического взаимодействия PAR-связывающих белков и поли(АДФ-рибозы) [256]. К 

настоящему моменту установлено большое разнообразие PAR-связывающих мотивов в белках 
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– от полностью структурированных доменов до неупорядоченных последовательностей [256]. 

Особенно интересен тот факт, что полимер PAR может распознаваться даже каноническими 

ДНК- и РНК-связывающими мотивами, и следовательно, выступать в качестве эффективного 

временного конкурента функциональных ДНК- и РНК-мишеней некоторых белков в условиях 

резкого повышения его локальной концентрации [84,256]. Ранее YB-1 был идентифицирован 

среди PAR-связывающих белков [18]; кроме того, в структуре YB-1 присутствуют 2 РНК-

связывающих мотива (RRM), которые могут функционировать в качестве PAR-связывающих 

модулей [256].  

     С использованием препарата PAR, приготовленного согласно (2.2.19), мы показали, что YB-

1 действительно способен связывать поли(АДФ-рибозу). Следует отметить, что для данного 

эксперимента использовали препарат PAR, не обработанный бензоназой, который по 

соотношению PAR / ДНК полностью имитировал условия реакции. Несмотря на присутствие 

высокой концентрации ДНК в реакционной смеси, YB-1 образует комплексы с PAR, 

обладающие различной подвижностью в геле (рис. 34, дор. 1). 

 

 

Рис. 34. Исследование комплексов YB-1 и PAR* методом задержки 

в геле, К – суммарный препарат PAR* (приготовленный согласно 

2.2.19 без обработки реакционной смеси бензоназой, экстракции 

фенол:хлороформ:изоамиловым спиртом и высаживания этанолом). 

1 – PAR* после 5 мин инкубации с 400 нМ YB-1. 

 

3.2.2.2. Влияние YB-1 на активность PARG 

     Ранее было предположено, что PAR-связывающие белки могут препятствовать активности 

PARG, т.к. этому ферменту необходима доступность деградируемого полимера [256,291]. 

Действительно, мы обнаружили, что добавление YB-1 к PARP1* выраженно ингибирует 

активность PARG, продлевая время существования поли(АДФ-рибозы) (рис. 35, сравнить дор. 

1-5 и 6-10).  

     Для этого эксперимента была проведена реакция автополи(АДФ-рибозил)ирования PARP1 в 

присутствии 0.4 A260 ед./мл ДНКакт., после чего активность PARP1 ингибировали добавлением 

3-аминобензамида. После остановки реакции в образцы добавляли либо реакционный буфер 

(как контроль), либо YB-1 и выдерживали в течение 5 мин при 37°C. Наконец, в реакционные 

смеси добавляли PARG и в кинетическом режиме анализировали деградацию полимеров PAR, 
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присоединённых к автомодифицированному PARP1. Следует отметить, что несмотря на 

присутствие ДНК в данном случае YB-1 связывается с поли(АДФ-рибозой), ковалентно 

присоединённой к PARP1 (рис. 34). 

 

 

Рис. 35. Связывание YB-1 с полимером PAR* ингибирует активность PARG. Радиоавтограф SDS-

ПААГ, в котором проводили разделение продуктов инкубации PARP1*, полученного в присутствии 

0.4 A260 ед./мл ДНКакт., 400 µМ НАД+ (1:10) и остановленного добавлением 3-аминобензамида, с 

ферментом PARG. (1-5) – без YB-1; (6-10) – в присутствии 400 нМ YB-1.  
 

          Данные, полученные в настоящем и предыдущем разделах, однозначно свидетельствуют 

о том, что на этапе элонгации большая часть молекул YB-1 диссоциирует из комплексов YB-1-

ДНК и YB-1-PARP1-ДНК, релокализуясь на растущие цепи поли(АДФ-рибозы) и образуя 

сложные ансамбли YB-1-(PAR-PARP1*)-ДНК. 

 

3.2.2.3. Стимуляция активности PARP1 белком YB-1 и её предполагаемый механизм 

     Несмотря на продолжительную историю исследования белков семейства PARP (с 1963 г. 

[413]), многие детали механизма поли(АДФ-рибозил)ирования до сих пор не вполне ясны. Так, 

было установлено, что повреждённая ДНК сама по себе не является эффективным кофактором 

PARP1, и для активации фермента требуются дополнительные эффекторы (агенты, 

стимулирующие активность PARP1 в присутствии повреждённой ДНК) [414]. К настоящему 

моменту показано, что активность PARP1 в присутствии ДНК стимулируют катионы [414], 

полиамины [409,414] и ряд осно́вных белков (гистон H1 [414] (pI = 10.84), HMGN1 [415] (pI = 

9.6), HMG2L1 [416] (pI = 9.35) и DDB2 [264] (pI = 9.56)). Все эти белки идентифицированы как 

мишени PARилирования, а для некоторых из них установлена способность нековалентно 

связывать поли(АДФ-рибозу) или физически взаимодействовать с PARP1 [416]. Кроме того, 

общей чертой всех вышеупомянутых эффекторов PARP1 является положительный заряд. 



106 
 

Исключение составляет только PAR-связывающий белок XPA (pI = 6.3), также способный 

стимулировать PARP1 [417]. Можно предположить, что действие этих агентов направлено на 

стабилизацию PARP1 в активном, связанном с ДНК состоянии на этапах «инициации» и 

«элонгации» процесса поли(АДФ-рибозил)ирования. В таком случае электростатические 

взаимодействия, опосредованные положительно заряженными эффекторами, могут 

рассматриваться как наиболее распространённый, но всё же частный случай взаимодействий, 

стабилизирующих комплекс PARP1 с ДНК. И незаряженные мультивалентные белки, 

способные связываться одновременно с PARP1 и ДНК (на этапе «инициации») / PAR и ДНК (в 

ходе «элонгации») также могут стабилизировать активную конформацию PARP1. 

     Особенностью белка YB-1 является необычно высокая изоэлектрическая точка (pI(YB-1) = 

9.87), а также его неупорядоченная структура, благодаря которой YB-1 способен 

взаимодействовать с ДНК [8], PARP1 (глава 3.1.1) и поли(АДФ-рибозой) (раздел 3.2.2.1) (а 

также подвержен PTM [248] – включая поли(АДФ-рибозил)ирование (раздел 3.2.1.2)). В 

совокупности, все эти свойства делают YB-1 привлекательным кандидатом на роль эффектора 

PARP1. 

     Действительно, как мы уже наблюдали ранее, YB-1 способен стимулировать активность 

PARP1 (см. раздел 3.2.1.3.1). В настоящей главе мы подробно исследуем это свойство YB-1 и 

его возможные следствия. 

 

3.2.2.3.1. YB-1 стимулирует активность PARP1 в отсутствие Mg
2+

-ионов 

     Ранее было показано, что добавление в реакционную смесь ЭДТА препятствует активации 

PARP1 иономи Mg2+ и Ca2+ [414], что согласуется с результатами наших экспериментов (рис. 

36, см. активность PARP1 в присутствии 5 мМ Mg2+ или 10 мМ ЭДТА).  

 

 

Рис. 36. YB-1 стимулирует активность PARP1 в отсутствие Mg2+-ионов. А. Радиоавтографы ТХУ-

мишеней, на которых производили остановку реакций поли(АДФ-рибозил)ирования PARP1, 
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выполненных в присутствии 10 мМ ЭДТА или 5 мМ Mg2+ в отсутствие или в присутствии YB-1. 

Эксперименты были выполнены и проанализированы параллельно. Б. Диаграмма, иллюстрирующая 

выход реакции поли(АДФ-рибозил)ирования, выполненной в присутствии 10 мМ ЭДТА или 5 мМ 

Mg2+ в отсутствие или в присутствии YB-1. Построение диаграммы производили по данным 

эксперимента (А) (взяты точки, соответствующие 15 мин реакции). 

 

     Согласно литературным данным, полиамины и гистоны могут функционировать независимо 

от присутствия ЭДТА, синергично с действием небольших концентраций бивалентных 

катионов и стимулировать активность PARP1 на три порядка эффективнее, чем последние 

[414]. Мы установили, что YB-1, подобно гистонам и полиаминам, может выступать в качестве 

активатора PARP1, более чем в 103 раз эффективного, чем катионы Mg2+, и действовать 

независимо от присутствия ЭДТА (рис. 37). 

     Как можно судить из значений pI укороченных форм YB-1, рассчитанных с использованием 

программы ExPASy ProtParam tool: pI = 9.84 для ядерной формы YB-1(1-219) и pI = 6.58 для 

мутанта, лишённого C-концевого домена (AP-CSD), положительный заряд YB-1 локализован в 

C-концевом домене белка (CTD). Используя укороченные формы YB-1 – YB-1(1-219) и AP-CSD 

– мы установили, что для стимуляции активности PARP1 необходим C-концевой домен YB-1 

или его проксимальная часть (129-219 аминокислотные остатки), то есть фрагмент белка, в 

основном несущий положительный заряд (рис. 37).  

 

 

Рис. 37. C-концевой домен YB-1 необходим для стимуляции активности PARP1 этим белком. А. 

Радиоавтографы ТХУ-мишеней, на которых производили остановку реакций поли(АДФ-

рибозил)ирования PARP1, выполненных в присутствии 10 мМ ЭДТА и 0-400 нМ различных 

мутантных форм YB-1. Эксперименты были выполнены и проанализированы параллельно. Б. 

Диаграмма, иллюстрирующая выход реакции поли(АДФ-рибозил)ирования, выполненной в 

присутствии  различных концентраций мутантных форм YB-1. Построение диаграммы производили по 

данным эксперимента (А). 
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     Следует отметить, что свойства ядерной формы YB-1 и в других аспектах процесса 

поли(АДФ-рибозил)ирования аналогичны свойствам полноразмерного белка, так как YB-1(1-

219) физически взаимодействует с PARP1, в том числе, в присутствии ДНК (раздел 3.1.1), 

поли(АДФ-рибозил)ируется и стимулирует активность PARP1 (рис. 38А), а также способен 

связывать поли(АДФ-рибозу) (рис. 38Б, дор. 3). Напротив, мутант YB-1, полностью лишённый 

CTD (AP-CSD), не связывает поли(АДФ-рибозу) (рис. 38Б, дор. 4), не стимулирует активность 

PARP1 и не является мишенью для модификации (рис. 38В, дор. 4). 

 

 

Рис. 38. Сравнение свойств мутантных форм YB-1 в процессе поли(АДФ-рибозил)ирования. А. YB-

1(1-219) стимулирует активность PARP1 и является мишенью поли(АДФ-рибозил)ирования. 

Радиоавтограф SDS-ПААГ, в котором проводили разделения продуктов реакции поли(АДФ-

рибозил)ирования, выполненной с использованием НАД+, содержащего радиоактивную метку. Б. 

Сравнение YB-1(1-219) и AP-CSD в отношении способности связывать поли(АДФ-рибозу). 

Радиоавтограф нативного ПААГ, в котором проводили разделения продуктов реакции связывания 

несущей радиоактивную метку поли(АДФ-рибозы) (PAR*) полноразмерной и ядерной формами белка 

YB-1. PAR* был приготовлен согласно 2.2.19. 1 – свободный PAR*; 2 – PAR* + 400 нМ YB-1; 3 – 

PAR* + 400 нМ YB-1(1-219); 4 – PAR* + 400 нМ AP-CSD. В. AP-CSD не стимулирует активность 

PARP1 И не является мишенью для модификации. Радиоавтограф SDS-ПААГ, в котором проводили 

разделения продуктов реакции поли(АДФ-рибозил)ирования, выполненной с использованием НАД+, 

содержащего радиоактивную метку. Реакции проводили: 1– в отсутствие YB-1; 2 – в присутствии 600 

нМ YB-1; 3 – в присутствии 1.2 µМ YB-1(1-219); 4 – в присутствии 1.2 µМ AP-CSD. 

 

3.2.2.3.2. YB-1 стимулирует активность PARP1 в присутствии ингибиторов PARP1 

     Большинство стратегий противоопухолевой терапии нацелены на повреждение ДНК 

раковых клеток. Наибольшая эффективность терапии достигается за счёт комбинации ДНК-

повреждающих агентов и ингибиторов ферментов репарации ДНК в клетках опухоли [4]. 

PARP1, обеспечивающий многоуровневую регуляцию репарации ДНК, является одной из 

наиболее перспективных мишеней [418]. Кроме того, в силу мультифункциональной роли 
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PARP1 в организме [419], ингибиторы этого фермента альтернативно могут быть использованы 

для терапии заболеваний не онкологической природы [420]. 

     Первыми разработанными ингибиторами PARP1 были конкурентные аналоги НАД+, в 

частности, 3-аминобензамид (рис. 39) [421]. Относительно высокая величина IC50 (~10 µМ) 

[421] делает этот ингибитор мало пригодным для клинического использования. В настоящее 

время в противоопухолевой терапии преимущественно применяют олапариб и его аналоги. 

Долгое время рассматривался следующий механизм действия олапариба: с одной стороны, 

олапариб является конкурентным ингибитором PARP1, так как содержит никотинамидный 

фармакофор в своей структуре (рис. 39). С другой стороны, было показано, что олапариб 

препятствует диссоциации PARP1 из комплекса с повреждённой ДНК (allosteric PARP1 

trapping), тем самым блокируя инициацию репарации ДНК [422]. Однако недавние 

исследования показали, что наблюдаемая задержка PARP1 на ДНК обусловлена 

ингибированием каталитической активности этого фермента [423]. 

      

 

Рис. 39. Структуры НАД+ и его аналогов – ингибиторов PARP1. Никотинамид в составе НАД+ и 

никотинамидные фармакофоры в структуре ингибиторов выделены красным цветом. 
 

     Наконец, для повышения эффективности терапии онкозаболеваний классическими 

ингибиторами PARP1, был предложен ещё один класс веществ – так называемые лиганды, 

связывающие малую бороздку ДНК (minor groove binding ligands, MGBLs) / небольшие ДНК-
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связывающие молекулы (такие как бромистый этидий). Интеркалируя в ДНК, эти агенты 

нарушают связывание с ней PARP1, тем самым препятствуя активации фермента [424].  

     К сожалению, несмотря на появление новых препаратов, нацеленных на подавление 

активности PARP1, в настоящий момент остаётся нерешённой проблема развития 

резистентности раковых клеток к действию терапевтических агентов [418]. Возможные 

механизмы возникновения устойчивости клеток опухоли к ингибиторам PARP1 и способы её 

преодоления активно исследуются [425]. 

     Мы показали, что YB-1 способен поддерживать относительно высокие уровни поли(АДФ-

рибозил)ирования в реакционных смесях, содержащих низкие концентрации ингибиторов 

PARP1 различной природы – конкурентных (0-350 µМ 3-аминобензамида, рис. 40А и 0-100 нМ 

олапариба, рис. 40Б), а также малых ДНК-связывающих молекул (0-50 мг/л EtBr, рис. 40В). 

Вероятно, данный эффект можно объяснить способностью YB-1 стимулировать активность тех 

молекул PARP1, которые не были инактивированы. Действительно, YB-1 не влияет на синтез 

PAR в присутствии высоких концентраций ингибиторов PARP1 (≥ 350 µМ 3-аминобензамида, 

рис. 40А; ≥ 100 нМ олапариба, рис. 40Б; ≥ 200 мг/л EtBr, рис. 40В).   

 

 

Рис. 40. YB-1 стимулирует активность PARP1 в присутствии ингибиторов PARP1: 3-аминобензамида 

(А), олапариба (Б) и бромистого этидия (EtBr) (В).Представлены диаграммы, построенные по данным 
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анализа радиоавтографов ТХУ-фильтров, на которых проводили остановку реакций поли(АДФ-

рибозил)ирования PARP1. Реакционные смеси содержали 100 нМ Nick, 100 нМ PARP1, 0 или 400 нМ 

YB-1, 5 мМ MgCl2, 2 µМ содержащий радиоактивную метку НАД+ и ингибитор PARP1 в 

варьирующей концентрации. Приведены планки погрешностей с указанием относительных ошибок 

10%. 
 

     Полученные результаты представляют особый интерес, поскольку они впервые 

иллюстрируют взаимосвязь некоторых феноменов, исследованных ранее. Нарушение регуляции 

PARP1 с повышенной активностью этого фермента и увеличенным содержанием в клетках 

поли(АДФ-рибозил)ированных белков наблюдалось в клетках, устойчивых к цисплатине [426].  

Несмотря на то, что молекулярные механизмы, лежащие в основе повышенной активности 

PARP1 в цисплатина-резистентных клетках оставались неизвестными [427], было показано, что  

применение олапариба способствует увеличению чувствительности раковых клеток к 

воздействию этого генотоксического агента [426]. Интересно, что также была установлена 

повышенная чувствительность к цисплатине у клеточных линий, несущих только один из 

аллелей гена YB-1 (YB-1
+/−), по сравнению с клетками YB-1

+/+ [356]. На основании полученных 

данных, можно предположить, что повышенная активность PARP1 в клетках, устойчивых к 

действию цисплатины, может быть связана с влиянием онкобелка YB-1, стимулирующего 

PARP1. В этом случае эффективное применение ингибиторов PARP1 [426] согласуется с 

нашими результатами, полученными для высоких концентраций ингибиторов (Рис. 40, ≥ 350 

µМ 3-аминобензамид, ≥ 100 нМ олапариб, ≥ 200 мг/л EtBr).  

     Несмотря на распространённое представление о том, что сверхэкспрессия / повышенная 

активность белка-мишени в большинстве случаев коррелирует с чувствительностью, а не 

резистентностью  клеток к конкретному препарату, существует несколько примеров обратного 

[428]. В частности, Gilabert с соавт. наблюдали устойчивость к олапарибу у линии клеток, 

отличавшихся наиболее высоким уровнем сверхэкспрессии PARP1 [428]. Для объяснения 

данного феномена, авторы предположили, что повышенная активность PARP1 может 

способствовать более эффективной репарации ДНК, и следовательно – обеспечивать бо́льшую 

устойчивость к ДНК-повреждающим агентам, включая олапариб [428]. По мнению авторов, для 

эффективного ингибирования сверхэкспрессированного белка-мишени в таких случаях 

необходимы более высокие концентрации лекарственного препарата [428]. Действительно, в 

соответствии с нашими данными, YB-1 способен понижать эффективность действия 

ингибиторов PARP1, использованных в концентрациях, недостаточных для полного 

ингибирования каталитической функции PARP1 (0-87.5 µМ 3-аминобензамид, 0-150 нМ 

олапариб, 0-125 мг/л EtBr, рис. 40). 
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     На основании результатов, полученных в настоящей главе, можно предположить, что 

применение ингибиторов PARP1 совместно с ДНК-повреждающими агентами при терапии 

онкологических заболеваний может быть особенно выгодной стратегией в отношении 

опухолей, сверхэкспрессирующих YB-1. Однако, учитывая стимулирующий эффект YB-1 на 

активность PARP1, следует иметь в виду, что в этом случае для эффективной терапии могут 

потребоваться повышенные дозы ингибиторов PARP1 (рис. 41). 

 

 

Рис. 41. Применение ингибиторов PARP1 в терапии опухолей, сверхэкспрессирующих YB-1 (схема). 

 

3.2.2.3.3. Роль связывания YB-1 с поли(АДФ-рибозой) в стимуляции PARP1 

     В предисловии к разделу 3.2.2.3. мы обсуждали гипотезу о том, что возможная роль 

эффекторов PARP1 в реакции поли(АДФ-рибозил)ирования заключается в стабилизации 

каталитически активного комплекса PARP1 с повреждённой ДНК. Можно предположить, что 

ковалентного присоединения даже коротких цепей поли(АДФ-рибозы) к белку PARP1 в ходе 

автомодификации достаточно для его диссоциации из комплекса с ДНК под действием 
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электростатического отталкивания одноимённо заряженных полимеров ДНК и PAR. 

Положительно заряженные молекулы (Ca2+- и Mg2+-ионы, полиамины [414], белки с высокой pI, 

например, гистоны [264,414-416]) или ДНК- и PAR-связывающие белки, такие как XPA [417], 

позволяют модифицированному PARP1 дольше пребывать в активном, связанном с ДНК 

состоянии, увеличивая продолжительность периода «элонгации». Действительно, согласно 

литературным данным, гистоны увеличивают среднюю длину полимеров PAR, синтезируемых 

PARP1 [429]. 

     Можно предположить, что если эта гипотеза верна, то белок YB-1, добавленный после 

выхода на плато реакции автоPARилирования PARP1, будет стимулировать повторное 

связывание PARP1* с ДНК, вызывая частичную «реактивацию» фермента с генерацией 

дополнительного количества PAR. Для проверки этого предположения, мы провели реакцию 

автомодификации PARP1 в условиях отсутствия катионов магния (10 мМ ЭДТА) и белков-

эффекторов до тех пор, пока накопление продуктов реакции не прекратилось в результате 

диссоциации поли(АДФ-рибозил)ированных молекул PARP1 из каталитически активных 

комплексов с ДНК. Затем в реакционные смеси добавляли либо 1х реакционный буфер, либо 

YB-1 до конечной концентрации 400 нМ и дополнительно выдерживали образцы в течение 30 

мин при температуре 37○C. Действительно, в присутствии YB-1 наблюдалась «реактивация» 

PARP1, отсутствующая в контроле (рис. 42А). Связывание YB-1 с PARP1* и ДНК с 

последующей «реактивацией» процесса поли(АДФ-рибозил)ирования также можно 

детектировать в режиме реального времени с использованием метода флуоресцентной 

спектроскопии (рис. 42Б). 

 

 

Рис. 42. «Реактивация» PARP1 белком YB-1. А. Радиоавтограф SDS-ПААГ, в котором проводили 

разделение продуктов реакции поли(АДФ-рибозил)ирования. Реакционные смеси содержали 1х RBp1, 

10 мМ ЭДТА, 10 нМ Nick, 4 µМ содержащий радиоактивную метку НАД+ и 200 нМ PARP1. После 20 
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мин реакции в образцы добавляли либо 1х RBp1 в качестве контроля (дор. 1-3) либо YB-1 до 

конечной концентрации 400 нМ (дор. 4-6). Затем смеси дополнительно выдерживали 5-30 мин при 

37○C. Б. «Реактивация» PARP1 белком YB-1, исследованная в режиме реального времени. 

Представленные кривые показывают изменения анизотропии флуоресценции Nick, измеренные в 

режиме кинетического сканирования. Реакционные смеси содержали 1х RBp1, 10 мМ ЭДТА, 10 нМ 

Nick и 200 нМ PARP. Запуск реакции поли(АДФ-рибозил)ирования осуществляли добавлением 

немеченого НАД+ до конечной концентрации 500 µМ (в нулевой момент времени). После 35 мин 

реакции в образцы добавляли либо 1хRBp1 в качестве контроля (серая кривая), либо YB-1 до 

конечной концентрации 400 нМ (красная кривая). Момент добавления RBp1 / YB-1 показан красной 

стрелкой. Анизотропии флуоресценции свободного Nick соответствует розовая линия.  
 

     Следует отметить, что модификация YB-1 «реактивированным» PARP1 была достаточно 

слабой (рис. 42А, дор. 4-6), свидетельствуя о том, что для эффективного поли(АДФ-

рибозил)ирования YB-1 необходимо его присутствие в изначальном гетеромерном комплексе с 

PARP1 и ДНК на этапе инициации. В данном же эксперименте YB-1 преимущественно связан 

не с ДНК, а с полимерами PAR, ковалентно присоединёнными к PARP1 (согласно результатам, 

представленным в разделе 3.2.2.2, рис. 34), и, следовательно, локализован относительно далеко 

от активного центра фермента. Для дополнительного подтверждения этой гипотезы, мы 

проверили, будет ли присутствие поли(АДФ-рибозы) на этапе формирования комплекса YB-1 с 

PARP1 и ДНК приводить к нарушению физических и функциональных взаимодействий этих 

белков, в частности, понижая уровень модификации YB-1 (см. далее, раздел 3.2.3). 

 

3.2.3. «Элонгация» (поздние этапы) и «терминация»: взаимодействие YB-1 и 

PARP1 посредством свободного полимера АДФ-рибозы 

 

     До сих пор мы исследовали функциональные взаимодействия YB-1 и PARP1 в замкнутой 

системе, подразумевая возможность вовлечения белка YB-1 в процесс поли(АДФ-

рибозил)ирования на начальных этапах. Однако если локальный синтез PAR служит импульсом 

для релокализации YB-1 к сайту повреждения, в соответствии с гипотезой о возможном 

привлечении PAR-связывающих белков для участия в репарации ДНК [81,84], то по крайней 

мере для первого цикла PARилирования следует учитывать влияние PAR, уже 

синтезированного к моменту взаимодействия YB-1 и PARP1. 

 

3.2.3.1. Поли(АДФ-рибоза) как регулятор функциональных взаимодействий YB-1 и PARP1 

     Суммарный препарат PAR, свободной от ДНК-кофактора, был получен, как описано в 

разделе 2.2.19, и добавлен в реакционные смеси, в которых проводили реакции поли(АДФ-
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рибозил)ирования PARP1 в отсутствие / в присутствии YB-1 (рис. 44А). Следует отметить, что 

в этом эксперименте для активации PARP1 мы использовали ДНК в низкой концентрации (10 

нМ), чтобы получить высокое соотношение концентраций YB-1:ДНК ([YB-1] >> [ДНК]) и тем 

самым иметь возможность наблюдать весь спектр регуляции функциональных взаимодействий 

YB-1 и PARP1 полимером PAR. Как мы показали ранее, при высоком соотношении 

концентраций YB-1:ДНК белок YB-1 ингибирует активность PARP1, конкурируя с ферментом 

за ДНК (раздел 3.2.1.3.1). Это ингибирующее действие YB-1 может сниматься с течением 

времени реакции, если поли(АДФ-рибозил)ирование YB-1 приводит к его диссоциации из 

комплекса с ДНК (глава 3.2.1.4). В используемых условиях реакции модификация YB-1 была 

достаточно слабой, указывая на ингибирование активности PARP1 белком YB-1 (рис. 43А, дор. 

6).  

 

 

Рис. 43. Поли(АДФ-рибоза) как регулятор взаимодействий YB-1 и PARP1. А. Радиоавтограф SDS-

ПААГ, в котором проводили разделение продуктов реакции поли(АДФ-рибозил)ирования. 

Реакционные смеси содержали 10 нМ Nick, 200 нМ PARP1, 0 или 400 нМ YB-1, 10 мМ ЭДТА, 4 µМ 

содержащий радиоактивную метку НАД+ и 0-0.004 А260 ед./мл PAR, приготовленного согласно 2.2.19. 

Реакции проводили в течение 10 мин при 37○C. Б. Радиоавтограф SDS-ПААГ, в котором проводили 

разделение продуктов реакции поли(АДФ-рибозил)ирования. Реакционные смеси содержали 10 нМ 

Nick, 200 нМ PARP1, 0-400 нМ YB-1, 10 мМ ЭДТА и 4 µМ содержащий радиоактивную метку НАД+. 

Реакции проводили в течение 10 мин при 37○C.  
 

     Принимая во внимание более высокое сродство YB-1 к поли(АДФ-рибозе) по сравнению с 

ДНК (раздел 3.2.2.1), мы предположили, что при добавлении в реакционную смесь свободных 

полимеров PAR мы будем наблюдать эффекты, связанные с регуляцией числа молекул YB-1, 

вовлечённых в реакцию. Действительно, в присутствии небольших концентраций поли(АДФ-
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рибозы) мы детектировали усиление функциональных взаимодействий белков YB-1 и PARP1 – 

модификации YB-1 ферментом PARP1 и YB-1-опосредованной стимуляции активности PARP1 

(рис. 43А, дор. 7, 8) – что можно объяснить удалением из реакции избыточных молекул YB-1, 

ингибирующих активность PARP1. 

     Напротив, присутствие высокой концентрации PAR приводило к нарушению 

функциональных взаимодействий белков, как было предположено ранее (раздел 3.2.2.3.3). При 

этом наблюдалось исчезновение радиоактивной полосы, соответствующей модифицированному 

YB-1 (рис. 43А, дор. 10). 

     Логично предположить, что если роль PAR действительно заключается только в 

оптимизации стехиометрии комплексов YB-1-PARP1-ДНК за счёт связывания избыточных 

молекул YB-1, то сходное с рис. 43А (дор. 6-8) изменение профиля функциональных 

взаимодействий белков должно наблюдаться и без добавления поли(АДФ-рибозы) при 

понижении концентрации YB-1 в реакционной смеси. Однако это не так (рис. 44Б). Следует 

отметить также то, что сама по себе поли(АДФ-рибоза) не влияет на активность PARP1 в 

отсутствие YB-1 (рис. 43А, дор. 1-5). Таким образом, мы обнаружили, что молекула PAR 

способна регулировать взаимодействия белков YB-1 и PARP1. При этом ни белок YB-1, ни 

свободные цепи PAR, но их синергичное действие приводит к стимуляции активности PARP1. 

Данный феномен не противоречит ранее полученным результатам (раздел 3.2.2.3), поскольку 

эндогенная поли(АДФ-рибоза) как продукт каталитической активности PARP1 всегда 

присутствует в реакции поли(АДФ-рибозил)ирования. В этом смысле, стимуляцию активности 

PARP1 белком YB-1 в ходе «элонгации», подробно исследованную в пункте 3.2.2.3.3, можно 

рассматривать как частный случай стимуляции PARP1 парой YB-1 + PAR. Интересным 

следствием этого гипотетического механизма является следующее заключение: в присутствии 

PAR-зависимых эффекторов реакция поли(АДФ-рибозил)ирования может рассматриваться 

как автокаталитический процесс. 

     В качестве потенциального механизма данного явления можно предположить, что 

поли(АДФ-рибоза) и YB-1 способны формировать мультимолекулярные ансамбли, 

включающие PARP1 и повреждённую ДНК, сходным образом с процессом 

компартментализации нуклеоплазмы без участия мембран, движущей силой которого являются 

PAR и IDP [23]. Ранее была выдвинута идея, что PAR может действовать как «молекулярный 

клей», увеличивающий время пребывания белков и интенсивность взаимодействий в 

динамических комплексах [256]. Согласно литературным данным, белок YB-1 не только 

обладает неупорядоченной структурой [306], но и может способствовать сборке 

надмолекулярных ансамблей, включающих нуклеиновые кислоты [294,430]. Так, YB-1 является 

одним из мажорных компонентов РНК-гранул [294] и, как это было показано методом атомно-
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силовой микроскопии, может индуцировать объединение и параллельную укладку двух 

взаимодействующих молекул ДНК в точке перекреста [314]. 

     Таким образом, в настоящем разделе мы рассмотрели роль YB-1 на этапе «элонгации» 

процесса поли(АДФ-рибозил)ирования в общем случае, т. е. когда продукт реакции – 

поли(АДФ-рибоза) – существует не только в связанном с PARP1 состоянии, но и в свободной 

форме / на других акцепторах. Накопление высоких концентраций PAR может рассматриваться 

как этап «терминации» реакции, при этом эффективность катализа (синтеза PAR) значительно 

понижается ввиду разобщения фермента (PARP1) и эффектора (YB-1) продуктом реакции. В 

этом смысле, в присутствии PAR-зависимых эффекторов реакция поли(АДФ-рибозил)ирования 

является не только автокаталитическим процессом, но и регулируется по принципу обратной 

связи, то есть при накоплении большого количества продукта реакции происходит 

торможение его синтеза. Окончательная «терминация» реакции наступает в результате 

действия фермента PARG, который возвращает комплекс белков и ДНК к исходному 

состоянию. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 

 

 

     Результаты, полученные в настоящей работе, позволили идентифицировать Y-бокс-

связывающий белок 1 в качестве мультифункционального регуляторного фактора эксцизионной 

репарации оснований ДНК у эукариот. Являясь классическим РНК-связывающим белком / 

транскрипционным фактором, YB-1 представляет пример участия белков этих классов в 

обеспечении дополнительного стресс-индуцируемого уровня защиты целостности генома.  

     Функции YB-1 также иллюстрируют взаимосвязь его неупорядоченной структуры и 

способности этого белка взаимодействовать с широким спектром разнородных лигандов, 

обеспечивающей координацию и регуляцию функций узкоспециализированных ферментов, 

имеющих упорядоченную структуру. Множественные взаимодействия YB-1 с факторами BER, 

детектированные в настоящей работе, являются характерными для структурно 

неупорядоченных белков. В связи с установленной ролью IDPR ферментов репарации ДНК в 

формировании репарационных ансамблей [370], можно предположить, что YB-1 как 

вспомогательный белок может служить для стабилизации репаросомы. Действительно, данные, 

полученные для APE1 и PARP1 в настоящей работе, свидетельствуют в пользу способности 

YB-1 стабилизировать комплексы этих белков с повреждённой ДНК. 

     Особый интерес представляет идентификация многофункционального белка YB-1 как 

эффектора PARP1, обладающего высоким регуляторным потенциалом в отношении процесса 

поли(АДФ-рибозил)ирования практически на всех его этапах – от связывания PARP1 с 

поврёждённой ДНК, инициирующего синтез поли(АДФ-рибозы), до регуляции активности 

PARP1 посредством PAR как продукта реакции. Более того, открытая нами способность YB-1 

выступать в качестве эффективной мишени поли(АДФ-рибозил)ирования и белка, 

нековалентно связывающего PAR, защищая его от деградации ферментом PARG, может играть 

важную роль в распространении «волны» PARилирования как сигнала о повреждении ДНК. 

     Следует отметить, что помимо регуляции репарации ДНК, поли(АДФ-рибоза) выполняет 

важнейшие регуляторные функции в ряде других клеточных процессов. По крайней мере для 

некоторых из них показано участие YB-1. Так, потенциальными «точками соприкосновения» 

YB-1 и PAR являются стрессовые гранулы [211,430], ядрышки [108,431], регуляция 

топологического статуса ДНК с участием TOPO1 [17,432,433], а также веретено деления 

[273,434]. Таким образом, полученные научные результаты даже выходят за пределы области 

регуляции репарации ДНК и открывают широкие перспективы для дальнейших исследований. 
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ВЫВОДЫ 

1. Многофункциональный белок YB-1 участвует в регуляции активности ферментов 
эксцизионной репарации оснований ДНК (BER): 

• Зарегистрированы и количественно охарактеризованы физические взаимодействия белка 
YB-1 с ключевыми (апуриновая/апиримидиновая (AP-) эндонуклеаза APE1, ДНК-
полимераза pol β) и непосредственными (ДНК-гликозилаза NEIL1) участниками BER, а 
также регуляторными белками этой системы (поли(АДФ-рибоза)-полимеразы 1 и 2 – 
PARP1 и PARP2). 

• YB-1 регулирует AP-лиазную активность ДНК-гликозилазы NEIL1 на разных ДНК-
интермедиатах, ингибируя расщепление AP-сайтов в однонитевых и частично 
некомплементарных участках ДНК и стимулируя расщепление AP-сайтов в ДНК-
дуплексах. 

• YB-1 ингибирует AP-эндонуклеазную активность APE1 при гидролизе AP-сайтов в 
однонитевых и частично некомплементарных участках ДНК и стимулирует активность 
APE1 при расщеплении AP-сайтов, расположенных в двухцепочечных ДНК-структурах. 
Для стимуляции активности APE1 в присутствии YB-1 необходим N-концевой 
регуляторный фрагмент APE1. 

2. YB-1 подвергается посттрансляционной модификации – поли(АДФ-рибозил)ированию 
и регулирует процесс синтеза поли(АДФ-рибозы) ферментом PARP1: 

• YB-1 способен формировать гетеромерный комплекс с белком PARP1 и повреждённой 
ДНК. 

• Открыта новая посттрансляционная модификация YB-1 – поли(АДФ-рибозил)ирование 
in vitro ферментами PARP1 и PARP2 в присутствии повреждённой ДНК. 

• YB-1 обладает выраженной способностью стимулировать синтез поли(АДФ-рибозы), 
катализируемый PARP1, тем самым понижая эффективность действия ингибиторов 
фермента. Активирующая функция YB-1 связана с C-концевым доменом белка и 
наиболее ярко проявляется в отсутствие ионов Mg2+. 

• YB-1 ингибирует активность PARP1 в условиях избыточной концентрации YB-1 по 
отношению к ДНК, а также в тех случаях, когда диссоциация YB-1 из комплекса с 
PARP1 и ДНК затруднена вследствие низкого уровня поли(АДФ-рибозил)ирования YB-
1. 

• Синтез поли(АДФ-рибозы) индуцирует диссоциацию комплексов YB-1-ДНК как в 
результате ковалентной модификации белка YB-1 полимером PAR, так и вследствие 
нековалентного связывания YB-1 с поли(АДФ-рибозой). Связывание YB-1 с PAR 
способствует увеличению времени жизни каталитически активного комплекса PARP1 с 
поврежденной ДНК и защищает полимер PAR от деградации поли(АДФ-рибоза)-
гликогидролазой (PARG). 

• Поли(АДФ-рибоза) в присутствии белка YB-1 может выступать в качестве регулятора 
процесса поли(АДФ-рибозил)ирования. 
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ПРИНЯТЫЕ СОКРАЩЕНИЯ 

5-foU – 5-формилуридин 

8-oxoG – 8-оксогуанин 

A260 ед. – оптическая единица 

A/P-домен – N-концевой домен YB-1 (1-51), богатый аланином и пролином 

AP-сайт – апуриновый/апиримидиновый сайт 

APE1 – апуриновая/апиримидиновая эндонуклеаза 1 человека 

AP-CSD – мутантная форма YB-1, лишённая C-концевого домена 

ATP – аденозин-5'-трифосфат 

BER – эксцизионная репарация оснований 

BSA – бычий сывороточный альбумин 

C1 – проксимальная (130-219) часть C-концевого домена YB-1 

C2 – дистальная (220-324) часть C-концевого домена YB-1  

CRS – сайт удержания в цитоплазме 

CSD – домен холодового шока белка YB-1 

CTD – C-концевой домен белка YB-1 (аминокислотные остатки 130-324) 

dGTP – дезоксигуанозин-5'-трифосфат 

dRP – дезоксирибозофосфатная группа 

DTT – дитиотреитол 

FAM-YB-1 (YB-1(1-219), APE1, N∆35APE1) – белок YB-1 (YB-1(1-219), APE1, N∆35APE1), 

несущий флуоресцентную группу (FAM) 

FAM-SE – N-гидроксисукцинимидный эфир 5(6)-карбоксифлуоресцеина 

FEN1 – флэп-эндонуклеаза 1 

Flu-12-dUTP – 5-{3-[6-(карбоксиамидофлуоресцеинил)амидокапромоил]аллил}-2'-

дезоксиуридин-5'-трифосфат 

Hepes – N-[2-гидроксиэтил]пиперазин-N'-[2-этансульфоновая кислота] 

his-tag – гексагистидиновый пептид 

hnRNP – гетерогенный ядерный рибонуклеопротеин 

IDP – белок, имеющий неупорядоченную структуру 

IDPR – фрагмент белка, имеющий неупорядоченную структуру 

Kd – константа диссоциации 

LigI – ДНК-лигаза I 

LigIIIα – ДНК-лигаза IIIα  

LP-BER – «длиннозаплаточный» вариант BER 

MDR1 – ген множественной лекарственной устойчивости 
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MES – 2-(N-морфолино)этансульфоновая кислота 

MGBL – лиганд, связывающий малую бороздку ДНК 

MSH2 – MutS гомолог 2 

MYH – человеческий гомолог MutY ДНК-гликозилазы E.coli 

NEIL1, 2, 3 – Nei-подобные ДНК-гликозилазы 1, 2, 3 

NER – эксцизионная репарация нуклеотидов 

NLS – сайт ядерной локализации 

NMAT – никотинамид мононуклеотид аденилтрансфераза 

NTH1 – человеческий гомолог эндонуклеазы III E. coli 

N∆35-APE1 – укороченная форма APE1, лишённая 35 аминокислотных остатков с N-конца 

OGG1 – 8-оксогуанин ДНК-гликозилаза человека 

p24 – протеолитический фрагмент PARP1 

PAR – поли(АДФ-рибоза) 

PARG – поли(АДФ-рибоза)-гликогидролаза 

PARP1, 2, 3 – поли(АДФ-рибоза)-полимераза 1, 2, 3 

PCNA – ядерный антиген пролиферирующих клеток 

PMSF – фенилметилсульфонилфторид 

PNK – полинуклеотид киназа фага T4 

PNKP – полинуклеотидкиназа/3'-фосфатаза человека 

pol α, β, δ, ε – ДНК-полимераза α, β, δ, ε 

PTM – посттрансляционная модификация белка 

PUA – фосфо-α,β-ненасыщенный альдегидный остаток 

r2 – коэффициент детерминации 

RA-BER – вариант BER, ассоциированный с репликацией 

RB – рабочий буфер 

RBD – РНК-связывающий домен белка 

RBP – РНК-связывающий белок 

RFC – репликативный фактор C 

RNP-комплекс (гранула) – рибонуклеопротеиновый комплекс (гранула) 

RPA – репликативный белок A 

RRM – РНК-распознающий мотив 

SDS – додецилсульфат натрия 

SMUG1 – урацил-ДНК-гликозилаза, специфичная к одноцепочечной ДНК 

SP-BER – «короткозаплаточный» вариант BER 

SSB – белок, связывающий однонитевую ДНК 
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TC-NER – вариант NER, сопряжённый с транскрипцией 

TDG – тимин-ДНК-гликозилаза 

TFIIC – транскрипционный фактор IIC  

TOPO1 – ДНК-топоизомераза 1 

TopoIIβ – ДНК-топоизомераза IIβ 

Tris – трис-гидроксиметил-аминометан 

Ung – урацил-ДНК-гликозилаза E.coli 

Ura – урацил  

YB-1 – Y-бокс-связывающий белок 1 

YB-1(1-219) – Y-бокс-связывающий белок 1, укороченный с C-конца (ядерная форма YB-1) 

XPA, C – фактор пигментной ксеродермы комплементационной группы A, C 

XRCC1 – белок, продукт гена группы перекрёстной комплементации, ответственной за 

радиочувствительность клеток 

АДФ-рибоза – аденозиндифосфат рибоза 

е.а. – единица активности 

ДНКакт. – активированная ДНК (ДНК, обработанная ДНКазой I) 

дцДНК – двухцепочечная ДНК 

ИХБФМ  – Институт химической биологии и фундаментальной медицины СО РАН  

ЛБХФ – Лаборатория биоорганической химии ферментов 

мРНК – матричная РНК 

НАД+ – никотинамидадениндинуклеотид 

оцДНК – одноцепочечная ДНК 

оцРНК – одноцепочечная РНК 

ПААГ – полиакриламидный гель 

пре-мРНК – предшественник мРНК 

ПСА – персульфат аммония 

рДНК – рибосомная ДНК 

рРНК – рибосомная РНК 

ТЕМЕД – N,N,N',N'-тетраметилэтилендиамин 

тРНК – транспортная РНК 

ТХУ – трихлоруксусная кислота 

УФ-свет – ультрафиолетовый свет 

ЭДТА – этилендиаминтетрауксусная кислота 
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