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ВВЕДЕНИЕ 

Актуальность темы исследования. Эксцизионная репарация нуклеотидов (англ. 

“nucleotide excision repair”, NER) является основным механизмом удаления объемных поврежде-

ний, существенно искажающих структуру ДНК-спирали. Повреждения, процессируемые NER, 

возникают в результате воздействия на ДНК живой клетки ультрафиолетового (УФ) и ионизиру-

ющего излучения, химиотерапевтических агентов, а также различных канцерогенов окружающей 

среды.  

Система эксцизионной репарации нуклеотидов в клетках эукариот играет важную роль в 

поддержании стабильности генома [1,2]. Дефекты различных белков-участников процесса NER 

приводят к ряду тяжелых наследственных заболеваний: пигментной ксеродерме, синдрому Ко-

кейна и светочувствительной форме трихотиодистрофии [3]. Накопление повреждений ДНК яв-

ляется одной из причин развития онкологических заболеваний и связано с преждевременным 

старением [2]. С другой стороны, высокая эффективность репарации аддуктов некоторых химио-

терапевтических препаратов с ДНК в процессе NER может приводить к резистентности к ним 

раковых клеток [4,5]. 

Эффективность эксцизии повреждений ДНК системой NER может существенно разли-

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

структуры ДНК вблизи повреждения, в том числе и от присутствия в окружающих участках ДНК 

дополнительных повреждений [6–8]. Два или более повреждений, расположенные в пределах од-

ного-двух витков спирали ДНК, называют кластерными. Кластеры, состоящие из повреждений 

различной структуры, могут возникать в ДНК при интенсивном комбинированном воздействии 

повреждающих факторов: например, ионизирующего излучения и химиопрепаратов, а также при 

нарушении процессов репарации ДНК в клетке [9–15]. 

Особая токсичность кластерных повреждений для клетки связана, с одной стороны, с по-

вышенной вероятностью возникновения в процессе их репарации двухцепочечных разрывов 

ДНК и, с другой стороны, со сложностью механизма репарации таких повреждений, что часто 

проявляется в их устойчивости к действию репаративных машин [16–18]. Торможение при репа-

рации кластерных повреждений приводит к персистированию повреждений в клетке, что может 

вызывать остановку репликативной вилки и привести к образованию двухцепочечных разрывов 

(ДЦР) ДНК и ошибкам репликации [19,20]. Понимание структурных различий, которые превра-

щают эффективно удаляемые повреждения в нерепарируемые, важно для создания новых мето-

дов профилактики и лечения онкологических заболеваний, а также для разработки более мощных 

химиотерапевтических препаратов, устойчивых к репарации. 
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Для повреждений, эффективно распознаваемых и репарируемых в процессе NER, харак-

терна значительная степень искажения структуры ДНК-дуплекса в месте их введения. В тоже 

время эта сиcтема репарации не проявляет жесткой специфичности к структуре повреждений 

ДНК. Основой для необычайно широкой субстратной специфичности NER является способность 

этой системы репарации к узнаванию участков ДНК с искажениями регулярной структуры двой-

ной спирали, вызванными присутствием объемных аддуктов нуклеотидных звеньев. Это обстоя-

тельство позволяет использовать различные синтетические аналоги объемных повреждений (мо-

дельные повреждения) для изучения процесса NER. 

В данной работе исследован процесс распознавания и удаления из ДНК объемных аддук-

тов, входящих в состав кластеров повреждений, белками системы NER. Созданы ДНК, содержа-

щие кластерные повреждения различной архитектуры и состава. В состав одной серии кластеров 

входили звенья с объемными модификациями, эффективно распознаваемые системой NER в ка-

честве изолированных повреждений – Fab(5)-dCMP, производное цитидина, несущее фотоакти-

вируемую группировку; ненуклеотидные вставки nAnt и nFlu (фрагменты цепи ДНК, содержа-

щие соответственно N-[6-(9-антраценкарбамоил)гексаноил]-3-амино-1,2-пропандиол и N-[6-(ди-

пивалоил-5(6)-флуоресцеинилкарбамоил)гексаноил]-О1-(4,4'-диметокситритил)-О2-[(диизопро-

пиламино)(2-цианоэтокси)фосфино]-3-амино-1,2-пропандиол). Другая серия ДНК была скон-

струирована и синтезирована с использованием вставки nFlu и аналога распространенного окис-

лительного повреждения ДНК – апуринового/апиримидинового (АР)-сайта, вставки на основе 

фосфодиэфира диэтиленгликоля – DEG (англ. “diethylene glycol”). 

Проведен систематический анализ свойств созданных модельных ДНК, в том числе оце-

нена эффективность протекания ключевых этапов NER – первичного узнавания поврежденного 

участка ДНК комплексом белков XPC (англ. “xeroderma pigmentosum type С”) и RAD23B, и экс-

цизии объемного повреждения ДНК белками системы NER in vitro. На основании эксперимен-

тальных данных были выбраны содержащие кластерные повреждения ДНК, эффективность экс-

цизии объемных повреждений из которых системой NER значительно различается. Благодаря 

данным компьютерного моделирования выявлены структурные особенности, характерные для 

устойчивых к репарации ДНК-дуплексов. 

Следующая после первичного узнавания повреждения ДНК стадия процесса NER – его 

верификация – осуществляется мультисубъединичным фактором TFIIH. В данной работе иссле-

довано взаимодействие комплекса субъединиц XPD (англ. “xeroderma pigmentosum type D”) и p44 

фактора TFIIH, играющего ключевую роль в верификации повреждения, термофильного гриба 

Chaetomium thermophilum (Ct) с серией ДНК, содержащих модифицированные пиримидиновые 

нуклеотиды, несущие объемные фторазидобензоильные или фторхлоразидопиридильные груп-

пировки. Для ряда проанализированных модельных повреждений ДНК выявлена корреляция 
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между эффективностью их эксцизии из ДНК системой NER и эффективностью взаимодействия 

комплекса XPD-p44 фактора TFIIH с этими ДНК. Таким образом, эукариотический белковый 

комплекс XPD-p44 различает ДНК, содержащие репарируемые и нерепарируемые системой NER 

повреждения. 

Цели и задачи исследования. Целью данной работы являлось исследование свойств 

ДНК, содержащих кластерные повреждения, как субстратов для системы NER, определение за-

висимости между типом и расположением повреждений ДНК в кластере и эффективностью их 

распознавания и последующей эксцизии в процессе NER, а также выявление структурных 

свойств, которые лежат в основе устойчивости повреждений ДНК к эксцизии, катализируемой 

системой NER. 

В ходе работы планировалось решить следующие задачи: 

1. Сравнить эффективность эксцизии модельных объемных повреждений ДНК в случае их рас-

положения в составе группы повреждений, находящихся в противоположных цепях ДНК в 

пределах одного-двух витков спирали (двухцепочечного кластера), комплексом белков си-

стемы эксцизионной репарации нуклеотидов (NER), содержащимся в клеточных экстрактах. 

2. Выявить особенности протекания этапа первичного узнавания объемных повреждений ДНК, 

расположенных в составе двухцепочечных кластеров: оценить cродство белкового комплекса 

XPC-RAD23B к модельным ДНК. Проанализировать структурные особенности модельных 

ДНК, содержащих объемное ненуклеотидное повреждение с флуоресценильным остатком 

(nFlu) и вставку на основе фосфодиэфира диэтиленгликоля (аналог апуринового/апиримиди-

нового (АР)-сайта) в составе двухцепочечного кластера, для которых характерна сниженная 

эффективность эксцизии nFlu системой NER. 

3. Исследовать взаимодействия серии модельных ДНК, содержащих модифицированные пири-

мидиновые звенья, несущие объемные фотоактивируемые заместители, с рекомбинантными 

белками гриба Chaetomium thermophilum (Ct) – субъединицами XPD и p44 фактора TFIIH, осу-

ществляющего верификацию повреждений ДНК, методами флуоресцентного титрования, тор-

можения в геле и фотоаффинной модификации. Проанализировать влияние структуры объем-

ных повреждений ДНК на эффективность протекания этапов их верификации и эксцизии, ка-

тализируемой NER. 

Научная новизна работы. 

В работе впервые проведено систематическое исследование того, как на эффективность 

первичного узнавания и эксцизии объемных повреждений ДНК системой общегеномной NER 

высших эукариот влияет присутствие в комплементарной цепи ДНК-дуплекса дополнительного 
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повреждения в пределах участка двухцепочечной (дц) ДНК, с которым взаимодействует белко-

вый комплекс NER. Результаты, полученные в ходе исследования, позволяют выделить этап пер-

вичного узнавания поврежденной ДНК сенсорным комплексом XPC-RAD23B как определяющий 

резко сниженную эффективность эксцизии объемного повреждения ДНК из состава кластерного 

повреждения в процессе NER. При изучении взаимодействия субъединиц XPD и p44 фактора 

TFIIH на этапе верификации повреждения с ДНК впервые выявлена взаимосвязь между срод-

ством XPD-p44 к поврежденной ДНК и эффективностью эксцизии повреждения. В сочетании с 

данными, полученными с применением метода фотоаффинной модификации, результаты экспе-

риментов демонстрируют способность белкового комплекса XPD-p44 гриба Chaetomium 

thermophilum различать объемные повреждения ДНК. 

Теоретическая значимость работы состоит в проведении систематического эксперимен-

тального исследования свойств модельных ДНК, содержащих кластерные повреждения, в состав 

которых входят объемные повреждения. Выявлены характерные для разных типов повреждений 

интервалы позиций противоположной цепи ДНК, появление в пределах которых дополнитель-

ных повреждений подавляет эксцизию, катализируемую системой NER. Показано, что наличие 

модельного объемного повреждения – вставки на основе nFlu – в различных положениях ДНК-

дуплекса не оказывает значительного влияния на скорость расщепления АР-сайта апурино-

вой/апиримидиновой эндонуклеазой 1 (АРЕ1), ключевым ферментом системы эксцизионной ре-

парации оснований (англ. “base excision repair”, BER). Полученные данные согласуются с моде-

лью [7,21], согласно которой АР-сайт и объемное повреждение, расположенные в составе кла-

стера в комплементарных цепях ДНК-дуплекса, удаляются белками систем репарации BER и 

NER последовательно, что предположительно позволяет избежать превращения кластерного по-

вреждения ДНК в ДЦР. 

Результаты моделирования молекулярной динамики ДНК-дуплексов, содержащих кла-

стерные повреждения, указывают на структурные причины наблюдаемого подавления эксцизии 

объемных повреждений системой NER. А именно, полное или частичное подавление эксцизии 

объемного повреждения, катализируемой системой NER, характерно для ДНК-дуплексов, в ко-

торых участок ДНК, непосредственно прилегающий к повреждению, оказывается локально ста-

билизированным за счет снижения подвижности звеньев ДНК. 

Практическая значимость работы. Репарация ДНК является одной из актуальнейших 

тем исследований. Активность систем репарации ДНК в клетке значительно влияет на эффектив-

ность действия противоопухолевых препаратов. Понимание взаимосвязи между структурой по-

вреждения ДНК и эффективностью его эксцизии системой NER необходимо для разработки но-

вых терапевтических подходов к лечению онкологических заболеваний. На основании получен-
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ных в настоящей работе данных предложена модель, объясняющая устойчивость объемного по-

вреждения, расположенного напротив АР-сайта в ДНК-дуплексе, к репарации по механизму 

NER. Показано, что эффективность эксцизии повреждения ДНК может зависеть от эффективно-

сти прохождения стадии его верификации в процессе NER. Результаты систематического анализа 

свойств ДНК, содержащих кластерные повреждения, дополняют представления о механизме их 

репарации, их потенциальной биологической значимости и судьбе в клеточной ДНК. 

Основные положения, выносимые на защиту. 

1. При расположении модельного объемного повреждения ДНК в составе двухцепочечного кла-

стера эффективность его эксцизии системой NER оказывается резко сниженной. Расстояние 

между повреждениями в молекуле ДНК, в пределах которого наблюдается подавление эксци-

зии, зависит от химической структуры повреждений, образующих двухцепочечный кластер. 

2. Сенсорный фактор ХРС-RAD23B проявляет повышенное сродство к ДНК, содержащим объ-

емные повреждения в составе двухцепочечных кластеров. 

3. Полное или частичное подавление эксцизии объемного ненуклеотидного повреждения nFlu, 

расположенного в составе двухцепочечного кластера с аналогом АР-сайта, может быть обу-

словлено повышением стабильности примыкающих к месту введения nFlu участков ДНК, а 

также наличием участков с высокой подвижностью цепей ДНК в удаленных от nFlu участках 

молекулы. Эти структурные особенности препятствуют формированию продуктивных ком-

плексов белка XPC с ДНК и, в итоге, протеканию процесса NER. 

4. Выявлены различия в эффективности взаимодействия рекомбинантных белков термофиль-

ного гриба Chaetomium thermophilum – XPD и p44, субъединиц фактора TFIIH, с ДНК, содер-

жащими репарируемые и нерепарируемые системой NER модельные повреждения. Продемон-

стрировано, что в случае модельных ДНК, содержащих звенья цитидина с введенными в каче-

стве заместителей объемными фотоактивируемыми группировками, эффективность взаимо-

действия комплекса XPD-p44 с повреждениями ДНК коррелирует с эффективностью их экс-

цизии системой NER. 

Апробация и публикация результатов. По материалам диссертации опубликовано 4 

научных статьи в рецензируемых журналах, индексируемых в базе Scopus. Результаты работы 

были представлены на Международной научной студенческой конференции (Новосибирск, Рос-

сия, 2015, 2016), VIII Всероссийском с международным участием молодых ученых биологов 

«Симбиоз – Россия» конгрессе (Новосибирск, Россия, 2015), Международной конференции, по-

священной 90-летию академика Д.Г. Кнорре (Новосибирск, Россия, 2016), V съезде биохимиков 

России (Сочи–Дагомыс, Россия, 2016), Международной конференции 41nd FEBS Congress (он-
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лайн форма проведения, 2016), Международном форуме 17th FEBS Young Scientist's Forum (Иеру-

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

2017), Конференции молодых ученых биотехнологов, молекулярных биологов и вирусологов 

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

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

гия-медицине будущего» (Новосибирск, Россия, 2019), VI съезде биохимиков России (Сочи–Да-

гомыс, Россия, 2019), BGRS/SB-2020 (Новосибирск, Россия, 2020), Международная конференция 

45nd FEBS Virtual Congress (онлайн форма проведения, 2021). 

Личный вклад автора. Получение и выделение модельных ДНК (49-, 54- и 137-звенных), 

очистка всех олигодезоксирибонуклеотидов (ОДН) после введения [32P] и очистка ОДН после 

автоматического синтеза, а также создание и характеризация ДНК-дуплексов проведены лично 

автором. Приготовление NER-компетентных экстрактов из клеток CHO (линия клеток яичника 

китайского хомячка, англ. “Chinese hamster ovary”), использованных в экспериментах, проведено 

лично автором либо совместно с к.х.н. Петрусевой И. О. Эксперименты по определению углов 

изгиба осей ДНК-дуплексов, индуцированных повреждениями, исследованию эффективности 

образования комплексов между белками репарации и ДНК, фотоаффинной модификации белков, 

определению эффективности катализируемого ферментом АРЕ1 расщепления цепей ДНК-дуп-

лексов, содержащих АР-сайт, и оценке эффективности эксцизии повреждений из протяженных 

модельных ДНК выполнены автором работы самостоятельно. Оценка устойчивости ДНК, содер-

жащих остатки DEG, к действию нуклеаз экстракта клеток СНО проведено совместно с к.х.н. 

Петрусевой И. О. Эксперименты по дифференциальному плавлению ДНК-дуплексов были про-

ведены совместно с к.ф.-м.н. Ломзовым А. А. Препарат рекомбинантного гетеродимера XPC-

RAD23B был любезно предоставлен к.х.н. Петрусевой И. О. Рекомбинантные белки XPD и p44 

гриба Chaetomium thermophilum были выделены и очищены к.х.н. Петрусевой И. О. и к.х.н. Анар-

баевым Р. О. Препарат рекомбинатного фермента АPE1 был любезно предоставлен д.х.н. Ходы-

ревой С. Н. 

Стратегия экспериментов разработана под руководством к.х.н. Петрусевой И. О. и д.х.н, 

акад. РАН. Лаврик О. И. Моделирование молекулярной динамики ДНК-дуплексов проведено 

к.ф.-м.н. Ломзовым А. А., рисунки 20-23, иллюстрирующие результаты компьютерного модели-

рования, также созданы Ломзовым А. А. 

Структура и объем диссертации. Работа состоит из введения, обзора литературы, экспе-

риментальной части, результатов и их обсуждения, выводов и списка литературы. Работа изло-

жена на 127 страницах, содержит 29 рисунков, 13 таблиц и одно приложение. Библиография 

включает 297 литературных источников. 
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Глава 1. Распознавание и эксцизия кластерных повреждений ДНК системой эксцизионной 

репарации нуклеотидов млекопитающих (обзор литературы). 

1.1. Введение. 

В ходе жизнедеятельности эукариотической клетки в ДНК постоянно возникают повре-

ждения. Они образуются как в процессе нормального клеточного метаболизма, так и под дей-

ствием различных факторов окружающей среды. Системы репарации ДНК обеспечивают исправ-

ление этих повреждений. Репарация ДНК – это жизненно важный для клетки процесс, необходи-

мый для поддержания стабильности генома [22,23]. 

Известны пять основных механизмов исправления повреждений ДНК в клетках эукариот: 

прямая репарация, «мисматч» репарация, рекомбинационная репарация, эксцизионная репарация 

оснований (BER) и эксцизионная репарация нуклеотидов (NER) [24,25]. Особенностью эксцизи-

онных систем репарации ДНК является удаление фрагмента ДНК, содержащего повреждение, и 

последующая застройка бреши в процессе репаративного синтеза с использованием неповре-

жденной цепи как матрицы [22,26]. 

Кластерными называют множественные повреждения, расположенные в пределах одного-

двух витков спирали ДНК [16]. Данный обзор литературы посвящен репарации кластеров, в со-

став которых входят удаляемые системой NER повреждения. Обзор содержит подробное описа-

ние механизма эксцизии повреждений системой NER. Также в обзоре проанализированы методы 

оценки количества повреждений, ежедневно возникающих в ДНК эукариотической клетки, и рас-

смотрены условия, способствующие формированию кластерных повреждений ДНК. Особое вни-

мание уделено структурным причинам устойчивости повреждений в составе кластеров к эксци-

зии системой NER в клетках млекопитающих. 

1.2. Система эксцизионной репарации нуклеотидов эукариот.  

1.2.1. Субстратная специфичность системы NER. 

Эукариотическая система эксцизионной репарации нуклеотидов распознает и удаляет раз-

нообразные по структуре объемные повреждения, которые, как правило, нарушают регулярную 

двухспиральную структуру молекулы ДНК [22,26]. Повреждения, процессируемые NER, возни-

кают главным образом при воздействии на ДНК УФ-излучения и химически активных молекул 

[22]. К таким молекулам относятся как химиотерапевтические агенты [27,28], так и различные 

канцерогены окружающей среды: ароматические амины, метаболиты ПАУ (полициклических 

ароматических углеводородов) и токсины, продуцируемые растениями и грибами [29–32]. Есть 

данные, что система NER в клетках млекопитающих также участвует в элиминации окислитель-

ных повреждений [33,34], межцепочечных сшивок ДНК [35,36], сшивок ДНК-белок [37], AP-
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сайтов некоторых типов [38]. Ниже приведена более подробная информация об основных типах 

повреждений ДНК, удаляемых системой NER, и о вызывающих их агентах. 

Повреждения ДНК, вызываемые УФ-излучением Воздействие УФ-излучения, присут-

ствующего в солнечном свете, способно вызывать повреждение клеточной ДНК, что делает его 

важнейшим канцерогенным фактором окружающей среды. Спектр УФ-излучения разделяют на 

УФ-A (315–400 нм), УФ-B (280–315  нм) и УФ-C (<280  нм) диапазоны [39]. УФ-B – это высоко-

активный компонент солнечного излучения, который вызывает химические модификации ДНК 

и изменяет ее молекулярную структуру, формируя димеры. Основными типами фотоповрежде-

ний являются циклобутан-пиримидиновые димеры (CPD, англ. “cyclobutane pyrimidine dimers”) 

и пиримидин-(6,4)-пиримидиновые димеры (6-4PP, англ. “pyrimidine (6-4) pyrimidone photoprod-

ucts”), образующиеся преимущественно в результате ковалентного соединения, «сшивок» ти-

мина и цитозина [22,40] (рис. 1).

 

Рис. 1. CPD: циклобутан-пиримидиновый димер; B[a]P-dG: (+)-транс-бенз[а]пирен-модифициро-

ванный гуанозин; AFB(1): афлатоксин В1; AF-dG и AAF-dG: аминофлуореновый и ацетиламино-

флуореновый ДНК-аддукты; аддукт цисплатина с ДНК: аддукт цис-диаминдихлорплатины с 

ДНК. 

Согласно общепринятой точке зрения, в клетках человека повреждения ДНК, вызванные 

воздействием УФ-В излучения, репарируются исключительно по механизму NER [41,42]. Однако 
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результаты некоторых исследований указывают на возможность существования в клетках чело-

века дополнительного механизма удаления таких повреждений, независимого от NER [43]. Воз-

действие солнечного УФ-А излучения на клетку приводит к генерации АФК (активных форм 

кислорода) и развитию окислительного стресса [44]. Солнечное УФ-C излучение количественно 

поглощается кислородом и озоном в земной атмосфере, поэтому не оказывает значительного эф-

фекта на живые организмы [39]. 

Химические канцерогены окружающей среды. В основе биохимической адаптации жи-

вотных к действию многих экзогенных соединений лежит метаболическая активация ксенобио-

тиков и последующее выведение их в виде метаболитов [45]. Одновременно, метаболическая ак-

тивация экзогенных проканцерогенов ферментативными системами клетки с образованием реак-

ционноспособных метаболитов является одной из основных причин генотоксичности множества 

химических соединений окружающей среды. Важнейшую роль в превращении объемных хими-

ческих канцерогенов в их электрофильные метаболиты, реагирующие с ДНК, играют ферменты 

семейства цитохрома Р-450 [45,46]. 

Полициклические ароматические углеводороды – это соединения, образующиеся при 

неполном сгорании органических материалов. Многие ПАУ являются сильными мутагенами и 

канцерогенами: диметилбензантрацен, бензантрацен, дибензантрацен, бенз[а]пирен, хризен и 

другие соединения. Неметаболизированные ПАУ могут оказывать токсический эффект, однако 

главную опасность для клеточной ДНК представляют активные метаболиты некоторых ПАУ – 

например, бенз[a]пирен-диол-эпоксид [46]. Структура аддукта производного бенз[а]пирена с гу-

анозином (B[a]P-dG) приведена на рис. 1. 

Гетероциклические ароматические амины и ароматические амины – это структурно 

близкие классы канцерогенов, которые при метаболической активации образуют повреждающие 

ДНК метаболиты. Многие из этих соединений являются токсичными и потенциально канцеро-

генными (например, β-нафтиламин) [47]. Ароматические амины 2-аминофлуорен и N-ацетил-2-

аминофлуорен первоначально были разработаны как пестициды, но так и не были использованы 

в этом качестве из-за их канцерогенных свойств [45]. Структуры аминофлуоренового и ацети-

ламинофлуоренового ДНК-аддуктов изображены на рис. 1. Различные производные аминофлуо-

рена широко используются в качестве модельных повреждений для изучения системы NER 

[8,48]. 

Афлатоксины – это соединения, продуцируемые несколькими видами гриба Aspergillus, 

которые обитают в почве, разлагающейся растительности, сене и зернах [49,50]. Разные виды 

Aspergillus значительно различаются по способности продуцировать афлатоксины [49]. Основ-

ной источник афлатоксинов это грибы A. flavus, A. parasiticus и A. nomius, хотя они также проду-

цируются другими видами Aspergillus, а также Emericella spp. В природе существует, по меньшей 
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мере, двадцать различных афлатоксинов [51], причем четыре из них – афлатоксины B1, B2, G1 и 

G2 – особенно опасны для человека и животных, поскольку они были обнаружены во всех основ-

ных продовольственных сельскохозяйственных культурах. Структура наиболее токсичного из 

афлатоксинов – AFB(1), приведена на рис. 1. Аддукт, образующийся при реакции 8,9-экзо-эпок-

сид-AFB(1) с гуанином в ДНК. AFB(1)-N(7)-dG преимущественно репарируется системой NER 

[49]. 

Антираковые препараты. В основе цитотоксичности большей части антираковых пре-

паратов, а также ряда антибиотиков и противовирусных препаратов лежит их способность нару-

шать структуру ДНК, в том числе в результате формирования ковалентных аддуктов с ДНК. Та-

кие препараты как митомицин C и некоторые соединения платины (II) повреждают ДНК, образуя 

внутри- и межцепочечные сшивки. Цис-[Pt(NH3)2Cl2] (цис-диамминдихлороплатина (II), циспла-

тин) широко используется для лечения множества типов рака, структура его аддукта с ДНК при-

ведена на рис. 1. Попав в клетку, цисплатин метаболизируется с образованием [Pt(NH3)2Cl(OH2)]
+ 

и [Pt(NH3)2(OH2)2]
2+, реакционноспособных соединений, взаимодействующих с многими компо-

нентами клетки в первую очередь с ДНК. Платина молекулы цисплатина преимущественно об-

разует ковалентные связи с позициями N7 пуринов (преимущественно, с гуанином [52]) с фор-

мированием 1,2- и 1,3-внутрицепочечных сшивок и меньшим количеством межцепочечных сши-

вок [53]. Было показано in vitro и in vivo, что внутрицепочечные аддукты цисплатин–ДНК удаля-

ются системой NER [53,54]. 

1.2.2. Пути эксцизионной репарации нуклеотидов. 

Эксцизионная репарация нуклеотидов является важнейшим механизмом репарации ДНК, 

удаляющим широкий спектр повреждений, искажающих структуру двойной спирали. В процессе 

NER участвуют более тридцати белков, последовательно формирующих комплексы на сайте по-

вреждения ДНК [55]. Несмотря на сложность процесса эксцизионной репарации нуклеотидов, в 

настоящее время идентифицированы основные ферменты и белковые факторы, осуществляющие 

NER, и получены данные о механизме их действия [22,26]. 

Различают два пути NER: общегеномная репарация (GG-NER, англ. “global genome”) и 

репарация, сопряженная с транскрипцией (TC-NER, англ. “transcription-coupled”). Путь TC-NER, 

удаляющий повреждения, расположенные в транскрибируемой цепи активных генов, иницииру-

ется, когда повреждение в транскрибируемой цепи ДНК ограничивает активность РНК-полиме-

разы II [42,56] 

В ходе процесса GG-NER распознаются и удаляются повреждения ДНК, расположенные 

во всем геноме, включая нетранскрибируемые участки и молчащий хроматин. Обнаружение по-
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вреждений ДНК в пути GG-NER осуществляет специализированный белковый фактор ХРС, ска-

нирующий геномную ДНК в поисках участков термодинамической дестабилизации, индуциро-

ванных повреждением [55]. Схема процесса GG-NER приведена на рис. 2. 

 

Рис. 2. Схема процесса общегеномной NER. 

TC- и GG-NER различаются механизмом инициации репарации, но после первичного 

распознавания повреждения оба процесса проходят по одинаковому молекулярному механизму, 

ключевыми моментами которого являются верификация повреждения ДНК субъединицами 

комплекса TFIIH и формирование комплекса белков, осуществляющего эксцизию содержащего 

повреждение фрагмента ДНК размером 24-32 нуклеотида. Затем происходит застройка образо-

вавшейся бреши ДНК-полимеразами с участием сопутствующих факторов и последующим фер-

ментативным лигированием ОЦР (одноцепочечных разрывов ДНК) [26]. 

1.2.3. Инициация процесса NER. 

Распознавание повреждения ДНК – ключевая стадия, определяющая эффективность репа-

рации [26]. Этот процесс разделяют на первичное распознавание повреждения ДНК и его вери-

фикацию. XPC является белком-сенсором, осуществляющим первичное распознавание по меха-

низму GG-NER. Фактор XPC узнает и связывает участки ДНК с нарушенной регулярной струк-

турой двойной спирали, находя поврежденные нуклеотиды на фоне огромного избытка неповре-

жденной ДНК [57–59]. 
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В клетке фактор ХРС функционирует в виде комплексов (гетеродимерных и гетеротример-

ных) с белками RAD23B и CEN2 [22,60,61]. Было показано, что субъединица RAD23B при обра-

зовании комплекса с фактором XPC стимулирует активность NER in vitro и in vivo [60,62], а также 

подавляет протеасомную деградацию белков, в том числе дрожжевого белка Rad4 (кодирующий 

его ген гомологичен гену, кодирующему белок XPC), ингибируя их убиквитинилирование 

[63,64]. Взаимодействие фактора XPC-RAD23B с CEN2, кальций-связывающим белком из семей-

ства кальмодулина, повышает стабильность сенсорного комплекса. Функция субъединицы CEN2 

в NER выяснена не до конца. Процесс NER in vitro может протекать без участия белка CEN2 – 

достаточно присутствия фактора XPC-RAD23B [65,66]. 

Как предполагают некоторые исследователи, при поиске повреждений фактор XPC-

RAD23B перемещается вдоль молекулы ДНК скачкообразно, в режиме повторяющихся ассоциа-

ций-диссоциаций с формированием множества короткоживущих комплексов, что позволяет сен-

сорному фактору «обходить препятствия» – белки, связанные с ДНК [67]. При встрече с участком 

ДНК, содержащим повреждение, фактор XPC формирует стабильный комплекс с ДНК, к кото-

рому привлекаются последующие факторы NER [68,69]. При связывании белка XPC с ДНК субъ-

единица RAD23B диссоциирует из комплекса и, по всей видимости, не участвует в последующих 

стадиях NER [61]. Для эффективного узнавания фактором XPC-RAD23B двух основных вызыва-

емых УФ-излучением повреждений ДНК, CPD и 6-4PP, необходимо участие гетеродимера UV-

DDB (англ. “UV-damaged DNA-binding protein”) [70–73]. Фактор UV-DDB проявляет повышен-

ное сродство к некоторым повреждениям ДНК, особенно к 6-4PP [74,75]. В клетках фактор UV-

DDB необходим для привлечения фактора XPC-RAD23B к индуцируемым УФ-излучением по-

вреждениям ДНК и их репарации. В отличие от белка XPC, комплекс UV-DDB контактирует с 

повреждением ДНК напрямую через субъединицу DDB2 [71]. 

В работе [57] было проведено рентгеноструктурное исследование комплекса дрожжевого 

белка Rad4, и ДНК, содержащей повреждение CPD. В структуре белка XPC/Rad4 были обнару-

жены две основные функциональные области: участок, состоящий из трансглутаминазного до-

мена (TGD, англ. “transglutaminase‐like domain”) и β-шпилечного домена (BHD1, англ. “beta-

hairpin domain”), и участок, в который входят два β-шпилечных домена – BHD2/3 [57,76]. Уни-

кальный механизм распознавания повреждения фактором XPC/Rad4 лежит в основе широчайшей 

субстратной специфичности, проявляемой системой GG-NER. С помощью метода фотоаффин-

ной модификации было показано, что факторы XPC и Rad4 взаимодействуют с поврежденной 

ДНК по одинаковым позициям [77]. Белок XPC/Rad4 не контактирует с самим повреждением, 

взаимодействуя лишь с двумя основаниями, окружающими повреждение, и двумя основаниями, 

расположенными напротив повреждения. Согласно двухстадийной модели узнавания поврежде-

ния [78], на первом этапе два β-шпилечных домена, BHD1/2, вместе с участком фактора XPC «β-
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витком» образуют минимальный сенсорный фрагмент, который распознает искажения регуляр-

ной двухцепочечной структуры ДНК и обеспечивает начальное – быстрое и неспецифичное – 

связывание фактора XPC с ДНК. Формирование такого комплекса приводит к «выворачиванию» 

из спирали ДНК двух нуклеотидных пар, смежных с повреждением, с образованием «открытой 

структуры». Затем специфичный к повреждению ДНК-связывающий фрагмент белка XPC, вклю-

чающий в себя два β-шпилечных домена BHD2/3, связывает участок дц ДНК длиной 4 п.о. вблизи 

повреждения и охватывает неповрежденную цепь ДНК, сканируя ее одноцепочечный участок, 

индуцированный присутствием повреждения. Выступающая из домена BHD3 β-шпилька внедря-

ется в двухцепочечную спираль ДНК и вызывает изгиб ее остова на 39-49° [78,79] (рис. 3). Изги-

бание сахарофосфатного остова дц ДНК сопровождается формированием в месте перегиба ДНК-

дуплекса участка с ослабленной двухцепочечной структурой [80]. 

 

 

Рис. 3. Кристаллическая структура белка Rad4 (из [57,81]). 

Дрожжевой белок Rad4, ген которого является ортологом гена XPC человека, формирует про-

дуктивный комплекс с ДНК, содержащей повреждение CPD. Повреждение ДНК CPD и домен 

BHD2 белка Rad4 обозначены на рисунке красной и оранжевой пунктирными линиями соответ-

ственно. Неспаренные тимины (T), вывернутые из спирали, обозначены синим цветом. Транс-

глутаминазный (TGD) домен фактора Rad4 обозначен желтым цветом, домен BHD1 – голубым; 

домен BHD2 – оранжевым; домен BHD3 – зеленым; молекула ДНК – серым цветом. 
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«Раскрытие» ДНК фактором XPC может происходить и при отсутствии в этом участке по-

вреждения. Таким образом, фактор XPC может изначально связаться с неповрежденной ДНК, а 

затем «проверить» наличие повреждения с использованием доменов BHD2/3 [78]. 

Двухстадийную модель распознавания повреждений ДНК дополняет модель «кинетиче-

ской конкуренции» (англ. “kinetic gating”), согласно которой селективность факторов XPC при 

поиске повреждений является результатом действия механизма конкуренции между временем 

раскрытия ДНК и временем иммобилизации этого белка на каждом участке [68]. Скорость рас-

крытия ДНК фактором ХРС для поврежденной ДНК будет выше, чем для неповрежденной из-за 

ослабленных связей между азотистыми основаниями ДНК-дуплекса. С другой стороны, для 

успешного протекания этой и последующих стадий NER фактор XPC должен образовать с повре-

жденными участками ДНК нуклеопротеиновые комплексы, которые характеризуются оптималь-

ным по продолжительности временем жизни [8,68]. Показано, что слишком продолжительное 

время существования комплексов белка XPC и ДНК препятствует протеканию процесса NER 

[8,82]. В случае если эти два параметра находятся в балансе, комплекс, который белок XPC фор-

мирует с поврежденным участком ДНК, оказывается продуктивным [68]. 

Сочетание различных параметров взаимодействия фактора ХРС с ДНК – различная ско-

рость раскрытия двойной спирали и сродство – является основой для невероятно широкой суб-

стратной специфичности системы GG-NER [58,83]. 

Таким образом, фактор XPC может взаимодействовать с поврежденной ДНК различными 

способами: 

1). Продуктивное связывание, при котором фактор XPC связывается с неповрежденной 

цепью, тем самым привлекая комплекс TFIIH с 5'-стороны от повреждения в поврежденной цепи. 

Приводит к эксцизии поврежденного участка ДНК системой NER. 

2). Непродуктивное связывание, при котором фактор XPC связывается с поврежденной 

цепью ДНК и, как результат, комплекс TFIIH оказывается с 3'-стороны от повреждения, в резуль-

тате чего эксцизии повреждения из ДНК не происходит [59,84,85].  

3). Непродуктивное связывание, вызванное затрудненной диссоциацией фактора XPC от 

сайта повреждения ДНК, в результате чего его эксцизии в процессе NER не происходит [8]. 

4). Непродуктивное связывание, при котором стабилизация поврежденного участка дц 

ДНК затрудняет инсерцию β-шпильки BHD3 фактора XPC в такую структуру, в результате чего 

продуктивный «открытый» комплекс белка ХРС с ДНК не образуется [7,86]. 

Первичное распознавание повреждения фактором XPC является этапом, лимитирующим 

скорость процесса NER [68,87]. В клетке белок XPC постоянно циркулирует из ядра в цитоплазму 

и обратно. Этот механизм позволяет поддерживать оптимальный уровень белка XPC в ядре 
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клетки: его избыточное накопление может затруднять протекание различных процессов, связан-

ных с обменом нуклеиновых кислот; кроме того, он позволяет импортировать фактор XPC в кле-

точное ядро при массовом воздействии повреждающих агентов [88,89]. 

Несмотря на значительный прогресс, достигнутый в понимании механизма узнавания по-

врежденных участков ДНК белком-сенсором, до конца не выяснено, как белок XPC находит по-

вреждения ДНК в живой клетке на фоне миллионов пар оснований. Также представляет интерес 

дальнейшее изучение вопроса, как влияет тип повреждения и структура поврежденного участка, 

связываемого фактором XPC, на эффективность протекания последующих стадий процесса NER 

[67,78,90]. 

1.2.4. Проверка наличия объемного повреждения (верификация) в ДНК. 

К сформированному на первой стадии репарации комплексу фактора XPС с ДНК присо-

единяется фактор TFIIH, проявляющий к этому комплексу повышенное сродство [91,92]. TFIIH 

состоит из десяти субъединиц, семь из которых формируют коровый комплекс: XPB (от англ. 

“xeroderma pigmentosum type B”) и XPD (англ. “xeroderma pigmentosum type D”), проявляющие 

геликазную и АТР-азную активность, и p62, p52, p44, p34 и р8, не обладающие ферментативной 

активностью. Также в состав фактора TFIIH входит комплекс CDK-активирующей киназы (цик-

лин-зависимой киназы, англ. “cyclin-dependent kinase”) САК, состоящий из субьединиц циклин 

Н, Сdk7 и MAT1. Изображение структуры корового комплекса фактора TFIIH с ДНК представ-

лено на рис. 4. 

 

Рис. 4. Изображение структуры интермедиата NER, состоящего из корового комплекса фактора 

TFIIH, фактора XPA и ДНК (на основе [93]). 
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С использованием электронно-микроскопического анализа была создана 3D модель фак-

тора TFIIH человека, согласно которой коровые белки фактора TFIIH образуют кольцеобразную 

структуру, содержащую пору диаметром 2.6–3.4 нМ, через которую проходит двухцепочечная 

ДНК. Комплекс САК, образующий выступ на внешней стороне кольца, соединяется со структу-

рой, образованной коровыми субъединицами, через взаимодействие с белком XPD [94].  

Помимо участия в репарации, фактор TFIIH выполняет другую важную роль – он является 

транскрипционным фактором [95]. Функции его каталитически активных субъединиц XPD и 

XPB в процессах транскрипции и репарации существенно различаются [96,97]: геликазная актив-

ность субъединицы XPB, в отличие от ATP-азной, по всей видимости, не является необходимой 

в процессе репарации [96,98], но играет важную роль в транскрипции. Геликазная активность 

субъединицы XPD, напротив, необходима для процесса NER, но не в транскрипции [98,99]. В 

ходе транскрипции эта активность субъединицы XPD подавляется через взаимодействие с САК-

комплексом [99]. Недавно было показано, что фактор XPA (от англ. “xeroderma pigmentosum 

complementation type A”) связывается с комплексом TFIIH и «переключает» его функцию с тран-

скрипционной на репарационную, катализируя высвобождение САК-комплекса [93,100]. В ре-

зультате такой структурной перестройки субъединица XPD получает возможность взаимодей-

ствовать с ДНК и осуществлять проверку наличия в ней повреждения. 

Узнавание повреждения фактором TFIIH происходит в две стадии. Сначала кольцеобраз-

ная структура фактора TFIIH охватывает дц ДНК с 5'-стороны от повреждения, при этом ком-

плекс САК, не участвующий в процессе NER, отделяется от фактора TFIIH [95,101]. Присоеди-

нение фактора TFIIH к интермедиату, образовавшемуся на стадии первичного узнавания повре-

ждения ДНК, происходит через взаимодействие субъединиц XРВ и р62 фактора TFIIH с факто-

ром ХРС [102,103]. Субъединица XPB оказывается связанной с ДНК с 3'-стороны от поврежде-

ния, что стимулирует ее ATP-азную активность [98,99]. Геликаза XPB внедряется между цепями 

дц ДНК, с помощью одного из доменов локально (примерно на 5 нуклеотидов) расплетая двух-

цепочечную ДНК в 3'→5' направлении [95]. Затем геликаза XPD взаимодействует c поврежден-

ной цепью ДНК с 5'-стороны от повреждения и расплетает ДНК также используя энергию ATP, 

но продвигаясь по поврежденной цепи в 5'→3' направлении, последовательно взаимодействуя 

при этом со всеми нуклеотидными звеньями этой цепи [98,104]. В результате разошедшиеся цепи 

ДНК формируют асимметричный участок длиной примерно 27 нуклеотидов (22 нт с 5'-стороны 

от повреждения и 5 нт – с 3'-стороны) [95] (рис. 2). 

Субъединица XPD фактора TFIIH является ключевым «игроком» на стадии верификации 

повреждения ДНК и единственным (за исключением белка DDB2, участвующего в репарации 

повреждений ДНК, индуцированных УФ-излучением, 1.2.3) фактором NER, непосредственно 

взаимодействующим с повреждением ДНК. Белок XPD принадлежит к семейству SF2B (от англ. 
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“Superfamily II B”) геликаз. Исследование кристаллической структуры белка XPD показало, что 

он состоит из четырех доменов: два геликазных RecA-подобных домена (HD1 и HD2, от англ. 

“helicase motor domain”), домен Arch и домен FeS, содержащий железосерный кластер [105–107]. 

HD1 и HD2 – это моторные домены геликазы XPD, раскручивающие двойную спираль ДНК с 

использованием энергии гидролиза ATP. Через взаимодействие домена Arch белка XPD с MAT1, 

субъединицей комплекса CDK-активирующей киназы, происходит привлечение комплекса CAK; 

мутации в домене Arch могут быть связаны со сниженной активностью NER и наличием такой 

болезни как трихотиодистрофия [99]. В недавнем исследовании [108] показано, что домен Arch 

белка XPD непосредственно участвует как в процессе разделения цепей ДНК, регулируя его ге-

ликазную активность; так и во взаимодействии факторов XPD и XPG (от англ. “xeroderma 

pigmentosum type G”). 

Домен FeS геликазы XPD имеет ключевое значение для ферментативной функции этого 

белка: мутации в домене FeS также подавляют NER, но не влияют на транскрипционную актив-

ность фактора TFIIH [97]. Район С-конца белка XPD взаимодействует с коровой субъединицей 

фактора TFIIH – p44, которая стимулирует его геликазную активность [105–107]. Схематическое 

изображение геликазы XPD и субъединиц фактора TFIIH, с которыми она взаимодействует, при-

ведено на рис. 5. 

 

Рис. 5. Схематическое изображение геликазы XPD и белков комплекса TFIIH, с которыми она 

взаимодействует. Моторные домены белка XPD (HD1 и HD2) обозначены болотным и оранже-

вым цветами соответственно. Домен FeS белка XPD, содержащий железносерный кластер, имеет 

на схеме голубой цвет. Домен Arch белка XPD, через который происходит его взаимодействие с 

комплексом САК, обозначен зеленым цветом. Комплекс CAK, взаимодействующий с белком 

XPD через субъединицу MAT1, обозначен на рисунке розовым цветом. Субъединица р44 фактора 

TFIIH, взаимодействующая с белком XPD через домен HD2, обозначена фиолетовым цветом. 
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На основании результатов биохимических и структурных исследований была предложена 

модель, описывающая взаимодействие белка XPD с поврежденной ДНК, согласно которой при 

верификации повреждения ДНК в клетках эукариот транслоцируемая (содержащая повреждение) 

цепь ДНК проходит через пору, образованную доменами Arch, FeS и HD2 белка XPD 

[97,106,108,109]. Диаметр поры достаточно велик для свободного продвижения геликазы по од-

ноцепочечной ДНК даже при наличии в ней объемного повреждения [108]. Анализ кристалличе-

ских структур архейных аналогов белка XPD, а также изучение взаимодействия мутантных вари-

антов белка XPD человека с поврежденной ДНК позволили предположить, что окончательная 

верификация повреждения происходит при контакте «сенсорного кармана» XPD – особой струк-

туры, последовательно взаимодействующей с каждым нуклеотидом поврежденной цепи ДНК. 

Вопрос о структуре сенсорного кармана и его точном расположении на поверхности глобулы 

требует проведения дополнительных исследований [97,109–111]. При контакте сенсорного кар-

мана геликазы XPD с нуклеотидом, несущим объемное повреждение, ее продвижение по ДНК 

замедляется, при этом ее геликазная активность падает. В отличие от геликазной активности, 

АТP-азная активность иммобилизовавшегося белка XPD возрастает [110]. Происходящая иммо-

билизация белка XPD маркирует повреждение, запуская формирование «предрасщепляющего» 

(англ. “preincision”) и эксцизионного комплексов NER. Таким образом, белок XPD может выпол-

нять функцию молекулярного сенсора для проверки наличия в ее структуре повреждения. 

Значительное продвижение в понимании структурной организации и механизма действия 

человеческой геликазы XPD было достигнуто благодаря данным, полученным при изучении ее 

ортологичных ей генов из архейных организмов Thermoplasma acidophilum и Sulfolobus acidocal-

darius [97,105,106]. Архейные белки, кодируемые ортологами гена XPD, содержат все домены, 

необходимые для проявления геликазной активности, однако, в отличии от белка XPD человека, 

работают как мономеры, не входя в состав белкового комплекса, что ограничивает возможность 

их использования как функционального аналога человеческого белка XPD [112]. Геликаза XPD 

гриба Chaetomium thermophilum, как и XPD человека, функционирует в составе комплекса TFIIH. 

Показано, что активность XPD Ct, также как и активность XPD человека, модулируется взаимо-

действием с субъединицей p44 фактора TFIIH, которое осуществляется через N-концевой домен 

р44 [96,103,113]. 

В процессе верификации повреждения ДНК происходит окончательное подтверждение 

наличия повреждения на данном участке ДНК-дуплекса. Одновременно формируется более ста-

бильная и протяженная структура, готовая к сборке «предрасщепляющего» комплекса, за кото-

рой последует формирование комплекса эксцизии и удаление из ДНК поврежденного участка 

(рис. 2). 
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1.2.5. Сборка «предрасщепляющего» комплекса. 

Следующей стадией процесса NER является сборка комплекса, готового к эксцизии по-

врежденного участка, или «предрасщепляющего» комплекса. Входящие в состав этого комплекса 

факторы XPA, RPA (от англ. “replication protein A”) и XPG привлекаются к сайту повреждения 

ДНК независимо друг от друга [26]. Фактор XPA выполняет роль «платформы», с которой взаи-

модействуют другие белки NER и ДНК-субстрат [114,115]. На разных этапах процесса фактор 

XPA контактирует с белками факторов TFIIH (рис. 4), RPA, XPC, DDB2, ERCC1-XPF (от англ. 

“excision repair cross complementing‐group 1” и “xeroderma pigmentosum type F”) и PCNA (от англ. 

“proliferating cell nuclear antigen”). Способность к осуществлению множественных специфиче-

ских белок-белковых взаимодействий делает XPA важнейшим фактором системы NER. Также в 

ряде экспериментов in vitro было показано, что взаимодействие факторов ХРА и RPA способ-

ствует более эффективному связыванию обоих белков с ДНК [22,116,117].  

ДНК-связывающая активность фактора XPA характеризуется отсутствием выраженной 

селективности в отношении структуры повреждения, присутствующего в ДНК, но повышенным 

сродством к дцДНК с искаженной вторичной структурой, к примеру, с изломом структуры, ин-

дуцированным объемным повреждением [116–118]. При этом по сравнению с фактором XPC-

RAD23B, сродство фактора XPA к поврежденным ДНК-дуплексам на порядки ниже [118]. В 

структуре этого белка выявлен минимальный ДНК-связывающий домен – XPA-MBD (от англ. 

“minimal DNA-binding domain of XPA''), содержащий Zn-связывающий мотив типа C4: четыре 

остатка цистеина координируют атом цинка [119]. Взаимодействия фактора XPA с белками про-

изводящего верификацию повреждений ДНК комплекса TFIIH важны для обеспечения селектив-

ности процесса NER [120].  

Фактор RPA состоит из трех субъединиц: RPA70, RPA32 и RPA14. Гетеротримерный ком-

плекс RPA участвует во множестве процессов, связанных с метаболизмом ДНК. В процессе NER 

присутствие фактора RPA необходимо для формирования «предрасщепляющего» комплекса 

NER и последующей эксцизии поврежденного участка ДНК [22]. В «предрасщепляющем» ком-

плексе фактор RPA располагается в неповрежденной цепи ДНК, взаимодействуя с участком дли-

ной примерно тридцать нуклеотидных звеньев, что соответствует размеру вырезаемого олиго-

нуклеотида. Фактор RPA участвует в образовании «предрасщепляющего» комплекса, защищая 

ДНК от неспецифической нуклеазной деградации и обеспечивая точное расположение факторов 

XPG и ERCC1-XPF в репаративом комплексе [121]. Наибольшее сродство фактор RPA проявляет 

к неповрежденной одночепочечной ДНК. Присутствие объемного повреждения, напротив, сни-

жает его сродство к ДНК. ДНК-связывающие домены, расположенных в субъединицах RPA70 и 

RPA32 комплекса RPA, связываются с ДНК полярно: RPA70 связывается с 5'-областью одноце-

почечного участка ДНК, а субъединица RPA32 – с 3'-областью [122–124].  
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Альтернативный вариант фактора RPA – aRPA, был обнаружен у приматов; эти белки об-

ладают сходными биохимическими функциями, однако белок aRPA не участвует в процессе ре-

пликации ДНК. Предположительно, фактор аRPA функционирует на ранних стадиях процесса 

NER, а также способствует репаративному синтезу, осуществляемому ферментом ДНК-полиме-

разой δ в присутствии факторов PCNA и RFC (от англ. “recombinant human replication factor C”) 

[125]. 

Структурно-специфическая эндонуклеаза XPG присоединяется к комплексу NER посред-

ством взаимодействия с фактором TFIIH, замещая при этом фактор XPC и завершая формирова-

ние «предрасщепляющего» комплекса [81,126,127]. На этапе «предрасщепляющего комплекса» 

фактор XPG выполняет структурную роль – для завершения формирования «предрасщепляю-

щего» комплекса проявление его каталитической активности не требуется [128]. 

1.2.6. Эксцизия фрагмента ДНК, содержащего повреждение. 

Факторы TFIIH, XPA, RPA и XPG образуют достаточно стабильный комплекс, присоеди-

нение к которому фактора ERCC1-XPF запускает реакцию двойной инцизии. Эндонуклеаза XPF 

формирует комплекс с белком ERCC1, который присоединяется к репаративному комплексу по-

средством взаимодействия субъединицы ERCC1 с фактором ХРА и вносит разрыв в поврежден-

ную цепь ДНК в 15–25 нуклеотидах (5') от повреждения [55,129]. При этом образуется свободная 

3'-OH группа, которую репликативная машина может использовать для инициации репаратив-

ного синтеза. 

Структурные перестройки репаративного комплекса NER приводят к тому, что фактор 

XPG становится каталитически активным [130,131]. Фактор XPG вносит в ДНК разрыв в 3–9 

нуклеотидах от повреждения (3'), в результате чего из дуплекса выщепляется поврежденный оли-

гонуклеотид-продукт эксцизии длиной 24-32 нуклеотида. Таким образом, расщепление повре-

жденной цепи ДНК происходит ассиметрично относительно повреждения [92]. В результате вне-

сения разрыва фактором XPG образуется 5'-фосфат, который необходим на стадии лигирования 

разрыва ДНК. К моменту, когда фактор XPG становится каталитически активным, примерно по-

ловина бреши оказывается заполнена путем репаративного синтеза. Такой механизм обеспечи-

вает исчезновение бреши, образовавшейся в результате двойной инцизии [128].  

Предположительно, олигонуклеотид, содержащий повреждение, выщепляется вместе со 

связанным с ним комплексом TFIIH, связывается с фактором RPA и, в конце концов, подверга-

ется деградации [132,133]. Как предполагают некоторые исследователи, связывание олигонук-

леотида-продукта эксцизии фактором RPA может играть роль в работе клеточного механизма, 

сигнализирующего о повреждениях ДНК [26,133]. 
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1.2.6. Репаративный синтез. 

Репаративный синтез и лигирование поврежденной цепи осуществляют ферменты, участ-

вующие также при репликации ДНК: ДНК-полимеразы δ, ε или κ и факторы RPA, PCNA и RFC 

[134] (рис. 2). Фактор PCNA, «скользящий зажим», представляет собой тримерный кольцеобраз-

ный белковый комплекс, который значительно увеличивает процессивность ДНК-полимераз. 

Комплекс RFC, пятисубъединичный белковый комплекс, катализирует реакцию загрузки фак-

тора PCNA на ДНК. Фактор RFC связывается с 3'-ОН концом ДНК, расположенным с 5'-стороны 

относительно образовавшейся при эксцизии поврежденного фрагмента ДНК бреши [22]. 

Было установлено, что в репаративном синтезе также может участвовать ДНК-полимераза 

κ, способная к синтезу «через повреждение» (англ. “translesion polymerase”) [135,136]. Для при-

влечения в нуклеопротеиновый комплекс NER ДНК-полимеразам δ, ε и κ требуются различные 

дополнительные факторы: для ДНК-полимераз δ и ε необходимы факторы RFC и PCNA, а вовле-

чение в комплекс ДНК-полимеразы κ происходит при участии белка XRCC1 (от англ. “X-ray 

repair cross-complementing protein 1”) и убиквитинированного фактора PCNA, как и в случае «син-

теза через повреждение» [135,137]. 

Финальный этап репаративного синтеза – лигирование разрыва ДНК – может осуществ-

ляться как ДНК-лигазой I [138], так и ДНК-лигазой IIIα в комплексе с белком XRCC1 в зависи-

мости от пролиферативного статуса клетки [139]. 

1.3. Система эксцизионной репарации оснований эукариот. 

 В данной работе были исследованы свойства ДНК, содержащих кластерные повреждения, 

в состав которых входит аналог АР-сайта. Основным путем удаления АР-сайтов в эукариотиче-

ской клетке является процесс эксцизионной репарации оснований (англ. “base excision repair”, 

BER). Помимо АР-сайтов система BER удаляет из ДНК окисленные, алкилированные и дезами-

нированные азотистые основания, а также другие «необъемные» повреждения ДНК, вносящие 

незначительные искажения в структуру ДНК-дуплекса [140,141]. Далее приведено краткое опи-

сание механизма эксцизионной репарации оснований. 

В системе BER, в отличие от NER, отсутствует универсальный сенсор повреждений ДНК. 

Процесс BER инициируется одной из одиннадцати обнаруженных у млекопитающих ДНК-гли-

козилаз, специфичных к повреждениям определенных типов [140]. ДНК-гликозилазы распо-

знают поврежденные основания ДНК и катализируют расщепление N-гликозидной связи с фор-

мированием АР-сайта (рис. 6).  



26 
 

 

 

Рис. 6. Схема, иллюстрирующая процесс эксцизионной репарации оснований (на основе [142]). 

В случае воздействия монофункциональной гликозилазы образовавшийся АР-сайт далее 

расщепляется ферментом апуриновой/апиримидиновой эндонуклеазой 1 (АРЕ1). Этот мно-

гофункциональный белок является основным ферментом в клетке, инициирующим репарацию 

AP-сайтов по пути BER. Он обладает высокой инцизионной активностью в отношении этих по-

вреждений, расщепляя цепь ДНК с 5'-стороны от них, в результате чего в поврежденной цепи 

ДНК образуется разрыв с 3'-гидроксильной группой и остатком 5'-дезоксирибозофосфата [143]. 
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Бифункциональные ДНК-гликозилазы, которые удаляют в основном окисленные азотистые ос-

нования, катализируют разрыв N-гликозидной связи с образованием ковалентного интермедиата 

– основания Шиффа, с субстратом. [140,144]. При освобождении фермента из этого интермедиата 

в ДНК образуется ОЦР, который может затем обрабатываться ферментом АРЕ1 [142,145]. 

После инициации процесс BER проходит по одному из двух путей: короткозаплаточному 

– с заменой одного нуклеотида, или длиннозаплаточному, с заменой 2-10 нуклеотидов (рис. 6) 

[142,146]. Большинство репарационных процессов протекает по короткозаплаточному пути, ко-

торый может быть инициирован как моно-, так и бифункциональной гликозилазой [146]. В ко-

роткозаплаточном пути, в котором участвует монофункциональная гликозилаза, ДНК-полиме-

раза β удаляет остаток 5'-дезоксирибозофосфата и застраивает однонуклеотидную брешь, подго-

тавливая цепь ДНК к лигированию ДНК-лигазой I либо комплексом ДНК-лигазы III с белком 

XRCC1, выполняющим роль «платформы» (рис. 6) [142,146]. 

В длиннозаплатночном пути участвуют репликативные ДНК-полимеразы δ или ε (в неко-

торых случаях также полимераза β), вспомогательные репликативные факторы PCNA и RFC, эн-

донуклеаза FEN1 (от англ. “flap endonuclease 1”) и ДНК-лигаза I [146]. ДНК-полимераза при уча-

стии факторов PCNA и RFC осуществляет синтез ДНК с вытеснением цепи с образованием флэпа 

длиной 2-13 нуклеотидов. Затем эндонуклеаза FEN1 удаляет образующийся флэп, оставляя раз-

рыв со смещением к 3'-концу относительно исходного положения повреждения ДНК. На заклю-

чительном этапе репарации ДНК лигируется ДНК-лигазой I [141,142]. 

1.3.1. AP-сайты. 

AP-сайты – это группа высоко мутагенных и токсичных повреждений ДНК, возникающих 

при воздействии различных экзогенных и эндогенных факторов на ДНК. AP-сайты могут обра-

зовываться как при спонтанном отщеплении азотистых оснований от сахарофосфатного остова 

ДНК, так и в результате каталитического гидролиза N-гликозидной связи ДНК-гликозилазами в 

ходе процесса BER [147,148]. 

AP-сайты являются одними из самых частых видов повреждений ДНК. Их количество в 

ДНК значительно варьирует в зависимости от типа ткани, возраста организма и других факторов 

[149]. При физиологических условиях за день в клетке образуется около 10 тыс. апуриновых и 

около 500-1000 апиримидиновых сайтов [141]. 

Структуры природного АР-сайта в циклической и ациклической формах и его синтетиче-

ских аналогов приведены на рис. 7. АР-сайты в ДНК млекопитающих репарируются преимуще-

ственно в процессе BER, распознаются и расщепляются ферментом APE1 [150]. Однако некото-

рые из химически гетерогенных AP-сайтов оказываются устойчивыми к действую эндонуклеазы 

APE1 и, следовательно, нерепарируемыми по механизму BER. Есть данные, что определенные 
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типы устойчивых к удалению системой BER АР-сайтов (например S-THF, рис. 7В) могут уда-

ляться системой NER эукариот [38]. 

 

Рис. 7. Природный АР-сайт и его синтетические аналоги. (А). Природный АР-сайт в цикличе-

ской и ациклической формах; (Б), (В). Остатки тетрагидрофурана (THF, англ. “tetrahydrofuran”); 

(Г). Вставка на основе фосфодиэфира диэтиленгликоля (DEG); (Д). Вставка на основе циклопе-

тана; (Е). Вставка на основе пирролидина. 

1.4.Кластерные повреждения ДНК. 

1.4.1. Классификация кластерных повреждений ДНК. 

Кластерные повреждения ДНК (называемые также сложными) определяют как близко рас-

положенные множественные повреждения, находящиеся в пределах одного-двух витков спирали 

ДНК. В состав кластеров могут входить повреждения различных типов: ОЦР, ДЦР, модифици-

рованные азотистые основания, АР-сайты, объемные повреждения [16,151,152]. 

Поскольку множественные повреждения ДНК является «нетипичным» субстратом для 

ферментов репарации, их удаление может быть затруднено [16–18,153]. Следовательно, факторы, 

генерирующие кластерные повреждения ДНК, оказывают более токсичные эффекты и потенци-

ально более опасны для клеток млекопитающих [16,154–156]. Наибольшую опасность представ-

ляют кластеры, состоящие из повреждений, расположенных в обеих цепях ДНК. Согласно обще-

принятой точке зрения, при одновременной эксцизии повреждений в составе кластера, распола-

гающихся в противоположных цепях ДНК-дуплекса, значительно повышается риск образования 

двухцепочечных разрывов ДНК, которые являются потенциально летальными для клетки 

[16,17,157–159]. Однако в работе [160] показано, что основная часть кластерных повреждений 

ДНК не конвертируются в ДЦР в клетках млекопитающих, что может указывать на существова-

ние механизмов, позволяющих избежать накопления опасных интермедиатов репарации. При 
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эксцизии повреждений ДНК, находящихся в составе кластеров, необходима точная регуляция 

работы систем репарации, обеспечивающая последовательный процессинг повреждений. 

Предполагается, что подавление эксцизии поврежденных фрагментов ДНК при репарации 

кластерных повреждений, расположенных в обеих цепях дуплекса, позволяет избежать форми-

рования ДЦР [18,158,161]. Однако повреждения ДНК, входящие в состав кластеров, которые из-

бежали удаления и персистируют в клетке длительный период времени, могут блокировать про-

цесс транскрипции и повышают вероятность остановки репликативной вилки, тем самым увели-

чивая риск образования ДЦР, ошибок репликации или более значительных нарушений структуры 

ДНК [162–164]. 

Чтобы оценить эффект, оказываемый кластерными повреждениями ДНК на жизнедеятель-

ность эукариотической клетки, следует прояснить вопрос, насколько велика вероятность появле-

ния в ней таких структур. В следующих разделах будут приведены литературные данные по ве-

роятностям образования одиночных повреждений в клеточной ДНК и методам определения их 

количества, распределению повреждений в ДНК, а также факторам и условиям, способствующим 

формированию кластерных повреждений ДНК. 

1.4.2. Оценка количества повреждений, возникающих в ДНК эукариотической клетки. Ме-

тоды определения количества повреждений ДНК. 

Ежедневно в ДНК эукариотической клетки возникает от 1000 до 1 млн. повреждений ДНК, 

которые образуются как под воздействием различных химических и физических факторов, так и 

в ходе клеточного метаболизма [138]. В результате поврежденным оказывается лишь 0.00003-

0.03% человеческого генома. Появление мутаций в критически важных участках ДНК клетки, к 

примеру, протоонкогенах и генах-супрессорах опухолей, способствует нестабильности генома и 

нарушениям различных клеточных процессов, и дает начало опухолевому процессу [23,165,166]. 

Генетические дефекты в системах репарации ДНК также повышают восприимчивость к различ-

ным типам рака [5,138,165]. Интенсивное воздействие повреждающих агентов в сочетании низ-

кой эффективностью работы репаративных систем приводит к накоплению мутаций в клеточной 

ДНК, что способствует развитию онкологических заболеваний [29,167] и является одной из при-

чин старения [168–170]. 

Для диагностики болезней, связанных с накоплением повреждений ДНК, а также для мо-

ниторинга изменений в клетках и тканях, происходящих при терапевтических воздействиях, 

необходимы методы, позволяющие детектировать различные типы повреждений ДНК. Количе-

ство экспериментальных исследований, посвященных выявлению возникающих в клетке повре-

ждений ДНК и оценке их количества достаточно велико, однако их результаты часто расходятся 

(таблицы 1 и 2).  
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Таблица 1. Количество повреждений, образующихся в ДНК эукариотической клетки за день при 

нормальных физиологических условиях. 

Тип повреждения Количество повреждений ДНК 

общее количество ~100 тыс. [148] 

AP-сайты (включая интермедиаты процесса BER) 10 тыс.-55 тыс. [141,148,149] 

апуриновые сайты ~10 тыс. [141] 

апиримидиновые сайты ~500-1 тыс. [141] 

дезаминирование цитозина 100–500 [171] 

одноцепочечные разрывы ДНК 10 тыс.-55 тыс. [148,165,172] 

двухцепочечные разрывы ДНК 30-50 [173] 

SAM (S-аденозил метионин, англ. “S-adenosyl me-

thionine”)-индуцированное метилирование 

~5 тыс. [174,175] 

окислительные повреждения азотистых основа-

ний 

~10 тыс. [176] 

8-оксо-2'-дезоксигуанозин 400–2 тыс. [141,177] 

тимин-гликоль до 2 тыс. [177] 

Таблица 2. Количество повреждений, присутствующих в ДНК клеток человека. 

Тип повреждения Количество повреждений ДНК на 

клетку 

количество аддуктов ДНК с производными ПАУ 

в клетках курящих людей 

500–2 тыс. (в некоторых случаях до 

6000) [178,179] 

количество объемных повреждений ДНК, инду-

цированных воздействием интенсивного солнеч-

ного излучения, в кератиноцитах человека 

до 100 тыс. [165] 

Разброс результатов может быть обусловлен как некорректным выбором модельных си-

стем, так и несовершенством методов оценки количества повреждений ДНК. В частности, Евро-

пейским комитетом по стандартизации в области окислительных повреждений ДНК (англ. 

“European standards committee on oxidative DNA damage”) была организована контрольная оценка 

базового уровня окислительных повреждений, существующего в клетках без воздействия гено-

токсических факторов. Эксперименты проводились в различных лабораториях с использованием 

одних и тех же биологических образцов лимфоцитов человека и клеток HeLa. Были использованы 

варианты комет-метода, оценивающие количество разрывов в ДНК и связывающие их количе-
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ство с уровнем повреждений ДНК в целом, а также подход с применением ВЭЖХ (высокоэффек-

тивной жидкостной хроматографии), призванный выявить количество модифицированных осно-

ваний в ДНК [180]. При определении количества 8-оксо-2'-дезоксигуанозинов различия иногда 

были десятикратными [181]. 

Таким образом, вопрос разработки более производительных и воспроизводимых методов 

оценки количества повреждений актуален ввиду его важности как для фундаментальных, так и 

для эпидемиологических исследований [182–184]. Кроме того, новые подходы к определению 

количества повреждений ДНК в клетке нужны для оценки антиоксидантных свойств различных 

веществ и их способности защищать ДНК от повреждений [181,185]. Не менее важна оценка 

функционального состояния систем репарации ДНК, возможность специфического измерения 

уровня их активности в клетках и тканях, в том числе и при проведении химиотерапии [186–190]. 

1.4.3. Распределение повреждений в ДНК. 

Повреждения ДНК, а вслед за ними и мутации, распределяются по геному неравномерно, 

часто концентрируясь в определенных позициях, называемых «горячие точки мутагенеза». Рас-

положение «горячих точек» отражает как внутренние свойства мутационного процесса, так и 

структурные и функциональные особенности контекста ДНК [191]. Преобладающий тип мута-

гена, действующего на организм, играет ключевую роль в распределении повреждений в ДНК. В 

результате множества мутационных процессов – ошибок репликации, воздействия экзогенных и 

эндогенных мутагенов, ферментативных модификаций ДНК, нарушенной репарации ДНК – фор-

мируется определенный паттерн соматических мутаций, называемый «мутационной подписью». 

По профилю мутационной подписи можно предположить, какие факторы вносят существенный 

вклад в процесс мутагенеза [192,193]. 

Для молекул генотоксических веществ характерно, в основном, неспецифическое связы-

вание или связывание с низкой специфичностью к последовательности дц ДНК. Способы связы-

вания малых молекул с ДНК определяются их структурой и включают интеркаляцию, внедрение 

в малую и большую бороздки, связывание с одноцепочечными участками ДНК, а также сочета-

ние различных типов связывания [194,195]. В формировании межмолекулярных взаимодействий 

могут участвовать электростатические, гидрофобные, аллостерические, водородные связи и/или 

силы Ван-дер-Ваальса [195,196]. 

Значительную часть канцерогенов, образующих удаляемые системой NER аддукты, со-

ставляют электрофильные соединения, которые взаимодействуют с нуклеофильными атомами в 

составе ДНК. Наиболее реакционноспособными позициями являются (N7) гуанина и (N3) аде-

нина, а также экзоциклические аминогруппы гуанина (N2) и аденина (N6) [22]. На реакционную 

способность атомов гуанина значительно влияет окружающая нуклеотидная последовательность 
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[22,197]. Молекула генотоксиканта может проявлять специфичность к определенной локальной 

структуре участка молекулы ДНК: например, бенз[а]пирен-7,8-диол-9,10-эпоксид предпочти-

тельно реагирует c экзоциклической (N2) аминогруппой гуанина, расположенного в малой бо-

роздке ДНК. Предполагается, что расположенные таким образом труднорепарируемые аддукты 

бенз[a]пирена наиболее часто встречаются в ДНК клеток млекопитающих [198]. AFB-8,9-экзо-

эпоксид, активированный метаболит афлатоксина В, предпочтительно связывается с G:C бога-

тыми регионами ДНК и формирует аддукт с (N7) гуанина [49,199]. Хорошо изученный канцеро-

генный ароматический амин, N-2-ацетаминофлуорен, образует аддукты по позиции (C8) гуанина 

[48,200]. Химиотерапевтический препарат цисплатин предпочтительно связывается с поли-dG 

(дезоксигуанозиновыми) участками ДНК [201]. 

Доступность конкретных позиций ДНК для воздействия повреждающего агента (напри-

мер, в случае свободно-радикальной атаки) является важным фактором при образовании повре-

ждений. Нарушение спаривания оснований при появлении объемного повреждения часто приво-

дит к появлению в молекуле дц ДНК флуктуирующего «одноцепочечного» участка [32]. Появле-

ние объемного повреждения может вызывать значительное локальное искажение структуры 

ДНК-дуплекса и увеличение амплитуды динамических колебаний ДНК, что облегчает доступ 

окислительных агентов к ДНК. В результате на данном участке ДНК повышается риск спонтан-

ного гидролиза гликозидных связей и образования вблизи объемного аддукта АР-сайта [202,203]. 

Белки хроматина играют роль важного защитного элемента молекулы ДНК от воздействия 

ионизирующего излучения, активных форм кислорода и генотоксических химических соедине-

ний [204–206]. Более низкая чувствительность ДНК, находящейся в гетерохроматине, к повре-

ждающим агентам может быть связана не только с его структурой и степенью конденсации, но 

также с присутствием в гетерохроматине большего количества других белков по сравнению с 

участками деконденсированного хроматина. Помимо самого хроматина, в формировании защит-

ного барьера от ионизирующего излучения вносят вклад различные хроматин-связывающие 

белки, ограничивающие доступ свободных радикалов к ДНК и реагирующие с этими радикалами 

[206,207]. 

Таким образом, на распределение повреждений в ДНК влияет множество факторов, вклю-

чая молекулярный механизм связывания молекулы генотоксиканта с дц ДНК, особенности нук-

леотидной последовательности и локальной структуры участка ДНК, а также степень компакти-

зации хроматина. Таким образом, в определенных участках генома вероятность формирования 

кластерных повреждений оказывается повышенной. 
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1.4.4. Факторы и условия, способствующие формированию кластерных повреждений 

ДНК. 

Вероятность возникновения в ДНК кластерных повреждений различной структуры и со-

става возрастает при массовом воздействии на клетку повреждающих факторов: высоких доз ра-

диоактивного и УФ-излучения, при проведении интенсивной химиотерапии и комплексной тера-

пии, а также при воспалении [16,208,209]. Прием химиотерапевтических препаратов, многие из 

которых образуют с ДНК объемные аддукты на фоне окислительного стресса либо воспалитель-

ного процесса, сопровождающегося выделением NO (оксида азота(II)), индуцирует образование 

кластерных повреждений ДНК, в которые входят объемные и окислительные повреждения [210]. 

При воздействии даже низких доз радиоактивного излучения присутствие в ДНК платиновых 

аддуктов повышает вероятность возникновения кластерных повреждений ДНК в 1.5-2.5 раза 

[12,13]. 

Процесс воспаления может привести к избыточной продукции АФК и накоплению в кле-

точной ДНК окислительных повреждений. Например, при инфекции клеток эпителия желудка 

человека Helicobacter pylori в их ДНК накапливаются AP-сайты, что приводит к увеличению ко-

личества ДЦР. Предположительно, повышение уровня ДЦР возникает как результат репарации 

близко расположенных поврежденных азотистых оснований по механизму BER [14]. Хрониче-

ское воспаление может быть связано с бактериальными инфекциями, аутоиммунными заболева-

ниями, воспалительными заболеваниями кишечника, атеросклерозом, нейродегенеративными и 

метаболическими гормональными нарушениями [211,212]. Воспаление способствует процессу 

канцерогенеза, главным образом за счет вызываемого им окислительного стресса, возникновения 

мутаций и накопления повреждений ДНК [210]. Накопление окислительных повреждений азоти-

стых оснований также характерно для тканей опухолей [15,213]. 

Воздействие определенных химических и физических агентов способствует формирова-

нию множественных повреждений ДНК. К таким воздействиям относится ионизирующее (ИИ) 

излучение. Повреждения ДНК индуцируются как прямой ионизацией (30–40% ИИ-индуцирован-

ных повреждений), так и в результате воздействия свободных радикалов, образующихся при ра-

диолизе воды [214]. Кластерные повреждения ДНК индуцируются главным образом при радио-

лизе воды при воздействии X- и γ-излучения, которое индуцирует возникновения множества гид-

роксильных радикалов, способных взаимодействовать с биополимерами. Эндогенные процессы 

в клетке чаще приводят к генерации независимо расположенных одиночных АФК, в то время как 

воздействие ИИ-частицы может привести к образованию множественных АФК, локализованных 

в определенном участке клетки [215]. Установлено, что воздействие ионизирующего излучения 

(γ- и X-лучей) может приводить к образованию в ДНК двух или более АР-сайтов, а также азоти-

стых оснований с окислительными повреждениями и двухцепочечных разрывов в пределах двух-
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трех витков ее спирали [9,154]. Кластерные повреждения, состоящие из АР-сайтов и окисленных 

оснований, индуцированные ионизирующим излучением в изолированной ДНК, составляют 

около 80% от количества всех кластерных повреждений ДНК [216,217]. 

Препараты-радиомиметики, используемые для химиотерапии онкологических заболева-

ний, оказывают действие, аналогичное радиоактивному излучению. Они также могут способ-

ствовать появлению множественных повреждений ДНК, состоящих из одно- и двухцепочечных 

разрывов ДНК и АP-сайтов [218,219]. Например, препарат блеомицин – это гликопептид с выра-

женным цитотоксическими и мутагенными свойствами, вырабатываемый бактериями Steptomy-

ces verticillus. Блеомицин сульфат взаимодействует преимущественно с дц ДНК, модифицируя 

азотистые основания в составе молекулы [218]. Одна часть молекулы блеомицин сульфата ин-

теркалирует в ДНК, в то время как другая способна вступать в реакции с ионами металлов (Fe(II), 

восстановителем) и кислородом, и образовывать АФК, которые приводят к образованию кластер-

ных повреждений, состоящих из ОЦР и АР-сайтов [218,220]. Блеомицин используется как хи-

миопрепарат уже много десятилетий. Он является эффективным средством для лечения различ-

ных видов рака, однако существуют ограничения в его применении в связи с высоким уровнем 

его токсичности для организма [221,222]. 

1.4.5. Эксцизия объемных повреждений ДНК из состава кластеров системой NER млеко-

питающих. 

Последовательность ДНК, окружающая поврежденное звено, оказывает существенное 

влияние не только на вероятность образования повреждения на данном участке, но и на процесс 

эксцизионной репарации нуклеотидов. К примеру, эффективность эксцизии различных произ-

водных аминофлуорена в несколько раз изменяется в зависимости от последовательности ДНК, 

в которую они помещены [8,48]. Особый интерес в этой связи представляет исследование того, 

как происходит репарация кластерных повреждений ДНК. Использование в качестве инструмен-

тов синтетических ОДН, содержащих повреждения в определенных позициях, способствовало 

пониманию закономерностей репарации множественных повреждений ДНК. 

В ряде исследований [7,86,223] было показано, что подавленная эксцизия повреждения 

ДНК системой NER может определяться на стадии первичного распознавания повреждения фак-

тором XPC-RAD23B в зависимости от структурных свойств поврежденного участка ДНК. Для 

эффективной работы системы NER важно наличие комплементарного основания напротив по-

врежденного нуклеотидного звена. Например, эксцизия из ДНК различных стереоизомеров ад-

дукта B[a]P-dG белками системы NER происходит с различной, но достаточно высокой эффек-

тивностью в тех случаях, когда они представляют собой одиночные повреждения ДНК, напротив 

которых в комплементарной цепи находится цитозин [6].  
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При замене комплементарного dC (дезоксицитидин) на dA (дезоксиаденозин) эффектив-

ность эксцизии (+)-транс-B[a]P-dG была умеренно (примерно на 30%) снижена; при отсутствии 

комплементарного нуклеотидного звена, dC, эксцизия этого повреждения была снижена значи-

тельно – примерно в 10 раз. Эффективность эксцизии других изомеров B[a]P, (+)-цис-B[a]P-dG и 

(-)-цис-B[a]P-dG, была практически полностью подавлена и в случае замены комплементарного 

dC на dA, и при отсутствии комплементарного dC [6]. Схематическое представление проанали-

зированной в этих исследованиях модельной ДНК показано на рис. 8А,Б. 

 

Рис. 8. Проанализированные в различных исследованиях модельные ДНК, содержащие кластер-

ные повреждения. (A). ДНК, содержащие аддукт B[a]P-dG и однонуклеотидную замену или де-

лецию в противоположной позиции дуплекса [6]. (Б). ДНК, содержащие аддукт B[a]P-dG и аналог 

АР-сайта напротив него [7]. (В). ДНК, содержащие CPD и аналог АР-сайта в одной цепи или CPD 

и выпетливание в комплементарной цепи [224]. (Г). ДНК, содержащие моно- или ди-аддукт 

FAAF-dG (флюориновое производное N-(2'-дезоксигуанозин-8-ила)-2-ацетаминофлуорена) [8]. 

Изучение репарации модельных ДНК, содержащих аналог АР-сайта (THF, рис. 7Б) напро-

тив цис- или транс-стереоизомера производного бенз[а]пирена (B[a]P-dG) в составе кластерного 

повреждения (рис. 8А), показало, что активность системы NER полностью подавляется при за-

мене канонического основания dC, расположенного напротив B[a]P-dG аддукта, на АР-сайт. При 

этом система BER сохраняет способность к осуществлению репарации AР-сайта, расположен-

ного в такой структуре. Эффективность расщепления цепи ДНК, содержащей AP-сайт, фермен-

том АРЕ1 варьирует в зависимости от конформации объемного повреждения в комплементарной 

цепи ДНК-дуплекса и от взаимного расположения повреждений [203,225].  
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Понимание причин устойчивости ДНК-дуплексов, содержащих напротив аддукта произ-

водного бенз[а]пирена делецию вместо комплементарного звена dC, к репарации системой NER 

было достигнуто в результате проведения экспериментов по измерению термической стабильно-

сти ДНК-дуплексов, структурных ЯМР-исследований, а также с применением методов компью-

терного моделирования [223,226]. Присутствие аддукта (+)-цис-B[a]P в ДНК вызывает локаль-

ную дестабилизацию ДНК-дуплекса, при этом комплементарное звено dС находится в «выверну-

том» положении. При распознавании такого повреждения фактор XPC легко внедряет β-шпильку 

домена BHD3 в ДНК-дуплекс и без затруднений взаимодействует с вывернутым цитозиновым 

основанием, в результате чего образуется продуктивный комплекс фактора XPC с ДНК. Такое 

распределение участков дестабилизации в ДНК-дуплексе обеспечивает эффективную эксцизию 

(+)-цис-B[a]P из ДНК. 

При отсутствии напротив аддукта бенз[а]пиренового производного в ДНК комплементар-

ного звена dC (т.е., в случае делеции) происходит значительное усиление стэкинг-взаимодей-

ствий между ароматическим кольцом B[a]P и окружающими азотистыми основаниями, что ста-

билизирует поврежденный участок ДНК [86,227]. Инсерция β-шпильки BHD3 фактора XPC в та-

кую структуру будет затруднена, следовательно, продуктивный «открытый» комплекс фактора 

ХРС с ДНК не будет образовываться (подробное описание механизма распознавания поврежден-

ного участка ДНК фактором ХРС-RAD23B приведено в разделе 1.2.3). Кроме того, делеция нук-

леотидного звена напротив  повреждения ДНК соответствует потере одного из оснований, с ко-

торыми при распознавании повреждения контактируют ароматические аминокислоты из домена 

BHD2/3 белка XPC [55,57]. В результате эксцизия аддукта B[a]P-dG, находящегося в составе 

двухцепочечного кластерного повреждения ДНК, системой NER оказывается подавленной. Ана-

логичный «эффект отсутствующего основания» также может относиться к другим нерепарируе-

мым в процессе NER структурам [7,86]. 

Следует отметить, что наличие азотистого основания в позиции комплементарной цепи 

ДНК, расположенной напротив объемного повреждения, не является абсолютно необходимым 

условием для активности NER, а степень ее подавления зависит от структуры повреждения [86]. 

Примером такого аддукта является пищевой мутаген 2-амино-1-метил-6-фенилимидазо[4,5-

В]пиридин, в составе которого есть подвижное фенильное кольцо, разрушающее водородные 

связи в окружающих участках ДНК и приводящее к существенной дестабилизации их структуры 

[86]. 

 Количество исследований по репарации кластерных повреждений ДНК, расположенных в 

одной цепи ДНК, системой NER сравнительно невелико. В исследовании [8] было показано, что 

моно- и диаддукты производного аминофлуорена удаляются белками NER с близкой эффектив-

ностью (схемы проанализированных модельных ДНК приведены на рис. 8Г).  
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Кроме того, в работе [228] получены данные, указывающие на возможность системы NER репа-

рировать окисленные азотистые основания в составе кластерного повреждения, расположенные 

в одной цепи ДНК. 

В работе [224] показано, что появление аналога AP-сайта, сдвинутого относительно по-

вреждения CPD в направлении 5'-конца поврежденной цепи ДНК, значительно стимулировало 

эксцизию CPD-содержащего фрагмента системой NER. Появление в структуре ДНК-дуплекса 

выпетливания с 5'-стороны относительно CPD, также многократно повышало эффективность его 

эксцизии (модельные ДНК схематически изображены на рис. 8В). Авторы данной работы пред-

положили, что появление неспаренного участка в структуре ДНК-дуплекса «ослабляет» и деста-

билизирует его структуру, что способствует более эффективному распознаванию повреждения 

фактором XPC-RAD23B. Фактор TFIIH, осуществляющий верификацию повреждений ДНК в 

процессе NER, после связывания со специфическим комплексом XPC-ДНК транслоцируется по 

ДНК в 5'→3'-направлении в поисках повреждения. Следовательно, связывание белка XPC в об-

ласти дестабилизации ДНК, расположенной с 5'-стороны от объемного повреждения, способ-

ствует эффективной эксцизии этого повреждения [84,90]. 

В ряде работ показано, что фактор XPC-RAD23B проявляет повышенное сродство к участ-

кам ДНК, содержащим кластерные повреждения [8,203]. Повышенное сродство фактора XPC-

RAD23B к ДНК не всегда ассоциировано с высокой эффективностью эксцизии повреждений си-

стемой NER, что ранее было продемонстрировано как для изолированных [90,229], так и для кла-

стерных повреждений ДНК [7]. Наличие корреляции между эффективностью репарации повре-

ждений ДНК в процессе NER и эффективностью их распознавания фактором XPC-RAD23B опи-

сано для ряда ацетаминофлуореновых аддуктов [87]. С другой стороны, было обнаружено, что 

несмотря на небольшие различия в сродстве комплекса XPC-RAD23B к ДНК-дуплексам, содер-

жащим производные бенз[a]пирена, эффективность репарации этих повреждений значительно 

различается [8,230]. Также было показано, что фактор XPC-RAD23B обладает близким 

cродством к объемным модельным повреждениям ДНК, nAnt (ненуклеотидная вставка с объем-

ным антрацетилкарбамоильным заместителем) и Fap-dC (цитозин с фторхлоразидопиридильной 

группировкой), при этом Fap-dC является нерепарируемым повреждением, а nAnt эффективно 

удаляется белками системы NER [90]. 

Эффективность первичного узнавания повреждения зависит от расположения участков 

дестабилизации ДНК в поврежденном участке. Фактор XPC-RAD23B может формировать с ДНК 

как продуктивные, так и непродуктивные комплексы (подробнее в разделе 1.2.3), что зависит от 

присутствия искажений в структуре ДНК-спирали [77] и от структурных и стереохимических 

свойств самого объемного повреждения [116,230]. Снижение формирования продуктивных ком-

плексов фактора XPC с ДНК, и, как следствие, подавление эксцизионной активности NER может 
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быть обусловлено как стерическими затруднениями для связывания белка ХРС с ДНК [7,86], так 

и его замедленной диссоциацией от сайта повреждения [8]. 

Особенный интерес представляет изучение взаимодействий между белками различных си-

стем репарации, которые могут иметь место при удалении кластерных повреждений ДНК. Дан-

ные по такой кооперации достаточно ограничены. В работе [203] было проанализировано влия-

ние фактора XPC-RAD23B на способность эндонуклеазы APE1 к гидролизу АР-сайта при нали-

чии в различных позициях комплементарной цепи ДНК объемного повреждения, B[a]P-dG. При-

сутствие фактора XPC-RAD23B стимулировало эндонуклеазную и ингибировало 3'-5'-экзонукле-

азную активность APE1. Также в работе [231] было показано, что фактор XPC-RAD23B стиму-

лирует активность фермента тимин-ДНК-гликозилазы, участника процесса BER. 

Появление дополнительного повреждения ДНК вблизи объемного аддукта вызывает из-

менение локальной стабильности ДНК-дуплекса, которое зависит как от окружающей последо-

вательности ДНК, так и от стереохимии самих повреждений [86] и в значительной степени опре-

деляет эффективность эксцизии объемного повреждения ДНК из состава кластера системой NER 

[7]. 

1.5. Модельные системы для исследования механизма эксцизионной репарации нук-

леотидов. 

Для изучения механизма взаимодействия ферментов и белковых факторов NER между со-

бой и с ДНК применяется широкий спектр биохимических и молекулярно-биологических мето-

дов, включая подходы, основанные на использовании различных модельных ДНК-структур 

[7,80,186,232–234]. Ряд работ по изучению субстратных свойств был выполнен с использованием 

кольцевых структур, созданных на основе фаговой или плазмидной ДНК [235–237]. Также суще-

ствует другой тип модельных структур, представляющих собой субстраты эукариотической си-

стемы NER, – линейные ДНК-дуплексы, содержащие модифицированные нуклеотидные и ненук-

леотидные повреждения [7,87,90]. Для синтеза линейных ДНК-субстратов NER в основном ис-

пользуется метод ферментативного лигирования структуры, собранной из нескольких коротких 

ОДН-фрагментов, один из которых содержит повреждение [186,238]. Для синтеза линейных мо-

дельных ДНК был также разработан ферментативный метод [238], основанный на использовании 

соответствующих дезоксинуклеозидтрифосфатов, модифицированных по азотистому основа-

нию, в качестве субстратов для ДНК-полимеразы  и последующем лигировании полученных 

модифицированных ДНК-структур, содержащих одноцепочечный разрыв, с помощью ДНК-ли-

газы. 

Метод аффинной модификации, основанный на использовании в качестве ДНК-зондов 

аналогов субстратов и интермедиатов процессов репарации, позволяет получить данные о вза-
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имодействии белков репарации с ДНК [124,239,240]. Метод основан на формировании специфи-

ческих комплексов между белками и фотоактивируемым аналогом поврежденной ДНК и после-

дующем образовании ковалентной связи между белком и фотоактивируемой группой, которое 

индуцируется УФ-облучением [241]. 

Модельные ДНК, созданные с использованием арилазидных производных dNTP (дезокси-

рибонуклеозидтрифосфатов), успешно используются при изучении ферментов и факторов си-

стем репликации и репарации ДНК [238–240]. Арилазидные производные дезоксинуклеотидов 

являются эффективными фотореагентами и успешно используются при изучения белково-нукле-

иновых взаимодействий. Облучение арилазидов УФ-светом с определенной длиной волны и 

энергии может приводить к образованию высокореакционноспособных  нитренов, взаимодей-

ствующих с широким набором аминокислотных остатков [242,243]. 

Арилазидные производные с объемными заместителями, введенными по азотистому ос-

новнию могут рассматриваться как фотоактивируемые аналоги объемных повреждений, удаляе-

мых системой NER [241]. Дополнительным преимуществом подобных производных является 

возможность варьирования типа фотоактивируемой группы, а также структуры и длины линкера, 

соединяющего эту группу с аффинной частью реагента [243]. Это, в свою очередь, позволяет по-

вышать эффективность и селективность модификации биополимеров. Производные пиримиди-

новых нуклеотид-5'-трифосфатов, содержащие азидопиридильные и азидобензоильные группи-

ровки, введенные с помощью линкеров в качестве объемные заместителей по гетероцикличе-

скому основанию, являются эффективными фотореагентами [238,244]. ДНК, содержащие фото-

активируемые нуклеотидные производные и при этом подвергающиеся эксцизии в процессе 

NER, представляются перспективным инструментом для изучения стадии верификации повре-

ждения ДНК в процессе эксцизионной репарации нуклеотидов [244–246]. 

1.4.6. Метод постэксцизионного мечения для определения эффективности эксцизии по-

вреждений ДНК системой NER. 

Эксцизия фрагментов ДНК, содержащих повреждение, является ключевым этапом 

NER. Оценка эксцизионной активности дает представление о функциональном состоянии си-

стемы NER и может использоваться для измерения ее активности in vitro на уровне реконстру-

ированных из очищенных белков систем, а также клеточных экстрактов [186,247]. В этой ра-

боте использовался метод постэксцизионного мечения, разработанный в ЛБХФ [248]; ниже 

приведено его описание, схема метода представлена на рис. 9. 
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Рис. 9. Схема метода постэксцизионного мечения. 

В качестве субстрата системой NER высших эукариот может использоваться дуплекс ДНК 

длиной более 120 п.о., содержащий повреждение во внутренней позиции одной из цепей, ближе 

к ее середине, т.е. для определения эффективности эксцизии в процессе NER необходимо исполь-

зовать цепи с фланкирующими поврежденное звено областями не менее 60–70 нуклеотидов дли-

ной [249]. Эффективность эксцизии, катализируемой системой NER, при использовании этого 

метода оценивают по уровню сигнала радиоактивной метки, которую вводят в продукты эксци-

зии с использованием ДНК-полимеразы, [α-32P]-dCTP и специфической матрицы, комплементар-

ной участку вблизи повреждения. Использование в анализе ДНК-матрицы, комплементарной 

участку ДНК вблизи повреждения, позволяет повысить выход реакции за счет защиты одноцепо-

чечного фрагмента, содержащего повреждение, от клеточных нуклеаз. В качестве дополнитель-

ного контроля в образцах заменяют специфическую матрицу, комплементарную участку, содер-

жащему повреждение ДНК, на неспецифическую последовательность, которая соответствует 

участку неповрежденной цепи ДНК-дуплекса в области 5'-конца. 

Использование такой методики обеспечивает высокий уровень чувствительности при сни-

жении общего количества используемой радиоактивной метки. Кроме того, исключаются про-

блемы, связанные с синтезом и хранением высокорадиоактивных протяженных ДНК-субстратов. 

При достройке на специфической матрице в подвергшиеся эксцизии системой NER фрагменты 

ДНК с 3'-конца включаются от 8 до 14 нуклеотидных звеньев, что уменьшает их электрофорети-
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ческую подвижность. Данный метод позволяет проводить сравнение активностей NER в экстрак-

тах, полученных из разных источников, а также сравнивать эффективность эксцизии различных 

объемных повреждений из модельных ДНК [186].  

1.5. Заключение. 

Система эксцизионной репарации нуклеотидов, NER, удаляет широкий спектр объемных 

повреждений ДНК, дестабилизирующих структуру двойной спирали. Процесс NER в клетках 

млекопитающих играет роль важного защитного механизма, поддерживающего стабильность ге-

нома и ограничивающего канцерогенез. Повреждения ДНК, и, как следствие, мутации, распреде-

ляются по геномной ДНК неравномерно, часто концентрируясь в определенных участках. Сни-

женная активность систем репарации в клетке в сочетании с интенсивным воздействием повре-

ждающих агентов может приводить к появлению в ДНК кластеров повреждений. 

В настоящее время молекулярный механизм репарации одиночных повреждений ДНК в 

пути общегеномной NER достаточно хорошо изучен. Однако количество исследований по репа-

рации ДНК, содержащих объемные повреждения в составе кластеров, относительно невелико. В 

ряде исследований показано, что при появлении вблизи объемного аддукта дополнительного по-

вреждения ДНК эффективность его эксцизии системой NER часто оказывается сниженой. В ли-

тературном обзоре рассмотрены различные причины подавленной эксцизии объемных поврежде-

ний ДНК, в том числе обусловленные непродуктивным связыванием фактора ХРС, инициирую-

щего процесс общегеномной NER, с поврежденным участком ДНК. Выявление структурных 

свойств, характерных для устойчивых к репарации кластерных повреждений ДНК, представляет 

значительный интерес. 

Данная работа посвящена исследованию репарации объемных повреждений ДНК, входя-

щих в состав кластерных повреждений. Показано, что при расположении объемных повреждений 

ДНК в двухцепочечном кластере эффективность их эксцизии системой NER оказывается резко 

сниженной, при этом «зона влияния» второго повреждения, в пределах которой наблюдается по-

давление эксцизии, зависит от структуры удаляемого объемного повреждения ДНК. Сенсорный 

фактор ХРС-RAD23B проявляет повышенное сродство к ДНК, содержащим кластерные повре-

ждения. Мы показали, что устойчивость к репарации модельного объемного ненуклеотидного 

повреждения (nFlu), расположенного в кластере с аналогом AP-сайта, обусловлена повышением 

стабильности смежной с nFlu области ДНК, а также возможностью взаимодействия между этими 

повреждениями, что препятствует формированию специфических комплексов фактора XPC с 

ДНК и, в итоге, протеканию процесса NER. Выполненное исследование дополняет литературные 

данные о механизме репарации кластерных повреждений ДНК, а также об их потенциальной био-

логической значимости в клетках млекопитающих.  
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Глава 2. Экспериментальная часть. 

2.1. Исходные материалы. 

2.1.1. Использованные реагенты. 

В работе были использованы следующие реактивы: Taq-полимераза, T4 ДНК-лигаза, Т4 

ПНК, урацил-ДНК-гликозилаза E.coli UDG и дезоксинуклеозидтрифосфаты (Биосан, Новоси-

бирск), DEAE (диаминоэтиламиноэтилцеллюлозные) фильтры DE-81 (Whatman, Великобрита-

ния), мочевина и N,N'-метиленбисакриламид (Amresco, США), акриламид (Applichem, Герма-

ния), белковые маркеры молекулярной массы PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher 

Scientific, США), олигодезоксирибонуклеотиды (ОДН), [γ-32Р]АТР (3000 Ки/ммоль) и [α-

32P]dСTP (3000 Ки/ммоль) производства ИХБФМ СО РАН (Новосибирск), ТЕМЕД (Helicon, Рос-

сия), протеиназа К и таблетированный коктейль ингибиторов протеаз “Mini EDTA Free” (Roche, 

Германия), набор для определения концентрации белка Bradford Protein Assay (Bio-Rad, США), 

бензоназа (Novagen, Германия), бычий сывороточный альбумин (Bio-Rad, США). 

Использованные в работе реактивы ПСА (персульфат аммония), MgCl2, NaCl, NaOH, 

LiClO4 были отечественного производства и квалификации ос.ч. (особо чистые). Для осаждения 

ДНК был использован перегнанный этанол. Кроме того, в работе использовались бромистый эти-

дий, краситель StainsAll и раствор Кумасси G-250 для окраски гелей, трис(гидроксиметил)ами-

нометан (трис; Sigma, США), ЭДТА (этилендиаминтетрауксусная кислота), сульфат аммония. 

Препараты рекомбинатных ферментов ДНК-полимеразы β и АPE1 были любезно предо-

ставлены д.х.н. Ходыревой С. Н. Препарат рекомбинантного гетеродимера XPC-RAD23B 

(FlagХРС и 6His–RAD23B), полученный по методике, описанной в работе [250] с небольшими 

модификациями, был любезно предоставлен к.х.н. Петрусевой И. О. Препараты рекомбинантных 

белков XPD и p44 гриба Chaetomium thermophilum, полученные по описанной в работе [251] ме-

тодике, были любезно предоставлены к.х.н. Петрусевой И. О. и к.х.н. Анарбаевым Р. О. 

2.1.2. Синтетические олигодезоксирибонуклеотиды. 

Последовательности всех ОДН, использованных в работе для создания модельных ДНК, 

приведены в приложении 1. Синтез олигодезоксирибонуклеотидов, включая ряд модифициро-

ванных ОДН, был выполнен в ЛМХ (ИХБФМ СО РАН). ОДН, содержащие модифицированные 

звенья Fab(5)-dC, nAnt и nFlu, представляют собой коммерческий продукт ООО «НаноТех-С», 

Новосибирск. 

Цепи длиной 137 нт получали на основе ОДН длиной 54 нт соответствующей структуры 

(таблица 3), используя метод ферментативного лигирования. Для проведения экспериментов по 

определению углов изгиба осей ДНК-дуплексов и их термостабильности использовали 16-звен-

ные ОДН, приведенные в таблице 4. Для синтеза FAM-меченых цепей, входящих в состав ДНК-
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дуплексов (54 нт), использованных в экспериментах по флуоресцентному титрованию, прово-

дили лигирование ОДН длиной 16 нт (таблица 4) с фланкирующими ОДН. Последовательности 

ДНК-дуплексов, использованных в эксперименте по оценке эффективности эксцизии АР-сайтов 

ферментом АРЕ1, в приведены в таблице 5. Последовательности ДНК-зондов, использованных 

для фотоаффинной модификации гетеродимера XPD-р44, представлены в таблице 6. ОДН, ис-

пользованные для удлинения модифицированных цепей ДНК и/или включения модифицирован-

ных звеньев с помощью ДНК-полимеразы β, приведены в таблице 7. 

В таблицах 3-6 используются следующие обозначения: A и F– ненуклеотидные объемные 

повреждения nAnt и nFlu, D – вставка на основе DEG, C, B и Р – нуклеотидные объемные повре-

ждения с объемными фотоактивируемыми группировками: Fab(5)-dC, Fab(g)-dC и Fap-dC соот-

ветственно, U – dU. 

Нумерация нуклеотидных звеньев в ДНК-дуплексах приведена в таблице 3 на примере 

ДНК nFlu/um (54 п.о.). 

 

Таблица 3. Последовательности модельных ДНК-дуплексов (54/137 п.о.), использованных в экс-

периментах из разделов 3.2 и 3.3. 

Обозначе-

ние ДНК-

дуплекса 

Последовательности ДНК-дуплексов 54 п.о. 

(137 п.о. – протяженный вариант) 

Обозна-

чение 

цепей: 
цепь 𝟏

цепь 𝟐
 

nFlu/um 

  -25      -20   -15   -10    -5      0     +5    +10    +15   +20   +25 

5'-aagcctatgcctacagcatccagggFgacggtgccgaggatgacgatgagcgca 

   |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

3'-ttcggatacggatgtcgtaggtcccgctgccacggctcctactgctactcgcgt 
  -25    -20   -15   -10    -5     0      +5    +10   +15   +20   +25 

nFlu 

um 

nFlu/DEG-20 
5'-aagcctatgcctacagcatccagggFgacggtgccgaggatgacgatgagcgca 

   |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

3'-ttcggDtacggatgtcgtaggtcccgctgccacggctcctactgctactcgcgt 

nFlu 

DEG-20 

nFlu/DEG-10 
5'-aagcctatgcctacagcatccagggFgacggtgccgaggatgacgatgagcgca 

   |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

3'-ttcggatacggatgtDgtaggtcccgctgccacggctcctactgctactcgcgt 

nFlu 

DEG-10 

nFlu/DEG-6 
5'-aagcctatgcctacagcatccagggFgacggtgccgaggatgacgatgagcgca 

   |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

3'-ttcggatacggatgtcgtaDgtcccgctgccacggctcctactgctactcgcgt 

nFlu 

DEG-6 

nFlu/DEG-3 
5'-aagcctatgcctacagcatccagggFgacggtgccgaggatgacgatgagcgca 

   |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

3'-ttcggatacggatgtcgtaggtDccgctgccacggctcctactgctactcgcgt 

nFlu 

DEG-3 

nFlu/DEG0 
5'-aagcctatgcctacagcatccagggFgacggtgccgaggatgacgatgagcgca 

   |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

3'-ttcggatacggatgtcgtaggtcccDctgccacggctcctactgctactcgcgt 

nFlu 

DEG0 

nFlu/DEG+4 
5'-aagcctatgcctacagcatccagggFgacggtgccgaggatgacgatgagcgca 

   |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

3'-ttcggatacggatgtcgtaggtcccgctgDcacggctcctactgctactcgcgt 

nFlu 

DEG+4 
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nFlu/DEG+6 
5'-aagcctatgcctacagcatccagggFgacggtgccgaggatgacgatgagcgca 

   |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

3'-ttcggatacggatgtcgtaggtcccgctgccDcggctcctactgctactcgcgt 

nFlu 

DEG+6 

nFlu/DEG+8 
5'-aagcctatgcctacagcatccagggFgacggtgccgaggatgacgatgagcgca 

   |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

3'-ttcggatacggatgtcgtaggtcccgctgccacDgctcctactgctactcgcgt 

nFlu 

DEG+8 

Fab(5)-

dC/um 

5'-aagcctatgcctacagcatccagggCgacggtgccgaggatgacgatgagcgca 

   |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

3'-ttcggatacggatgtcgtaggtcccgctgccacggctcctactgctactcgcgt 

Fab(5)-dC 

um 

Fab(5)-

dC/nFlu-20 

5'-aagcctatgcctacagcatccagggCgacggtgccgaggatgacgatgagcgca 

   |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

3'-ttcggFtacggatgtcgtaggtcccgctgccacggctcctactgctactcgcgt 

Fab(5)-dC 

nFlu-20 

Fab(5)-

dC/nFlu-10 

5'-aagcctatgcctacagcatccagggCgacggtgccgaggatgacgatgagcgca 

   |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

3'-ttcggatacggatgtFgtaggtcccgctgccacggctcctactgctactcgcgt 

Fab(5)-dC 

nFlu-10 

Fab(5)-

dC/nFlu-3 

5'-aagcctatgcctacagcatccagggCgacggtgccgaggatgacgatgagcgca 

   |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

3'-ttcggatacggatgtcgtaggtFccgctgccacggctcctactgctactcgcgt 

Fab(5)-dC 

nFlu-3 

Fab(5)-

dC/nFlu0 

5'-aagcctatgcctacagcatccagggCgacggtgccgaggatgacgatgagcgca 

   |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

3'-ttcggatacggatgtcgtaggtcccFctgccacggctcctactgctactcgcgt 

Fab(5)-dC 

nFlu0 

Fab(5)-

dC/nFlu+4 

5'-aagcctatgcctacagcatccagggCgacggtgccgaggatgacgatgagcgca 

   |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

3'-ttcggatacggatgtcgtaggtcccgctgFcacggctcctactgctactcgcgt 

Fab(5)-dC 

nFlu+4 

Fab(5)-

dC/nFlu+4 

5'-aagcctatgcctacagcatccagggCgacggtgccgaggatgacgatgagcgca 

   |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

3'-ttcggatacggatgtcgtaggtcccgctgccacFgctcctactgctactcgcgt 

Fab(5)-dC 

nFlu+8 

nAnt/um 
5'-aagcctatgcctacagcatccagggAgacggtgccgaggatgacgatgagcgca 

   |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

3'-ttcggatacggatgtcgtaggtcccgctgccacggctcctactgctactcgcgt 

nAnt 

um 

nAnt/nFlu-20 
5'-aagcctatgcctacagcatccagggAgacggtgccgaggatgacgatgagcgca 

   |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

3'-ttcggFtacggatgtcgtaggtcccgctgccacggctcctactgctactcgcgt 

nAnt 

nFlu-20 

nAnt/nFlu-10 
5'-aagcctatgcctacagcatccagggAgacggtgccgaggatgacgatgagcgca 

   |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

3'-ttcggatacggatgtFgtaggtcccgctgccacggctcctactgctactcgcgt 

nAnt 

nFlu-10 

nAnt/nFlu-3 
5'-aagcctatgcctacagcatccagggAgacggtgccgaggatgacgatgagcgca 

   |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

3'-ttcggatacggatgtcgtaggtFccgctgccacggctcctactgctactcgcgt 

nAnt 

nFlu-3 

nAnt/nFlu0 
5'-aagcctatgcctacagcatccagggAgacggtgccgaggatgacgatgagcgca 

   |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

3'-ttcggatacggatgtcgtaggtcccFctgccacggctcctactgctactcgcgt 

nAnt 

nFlu0 

nAnt/nFlu+4 
5'-aagcctatgcctacagcatccagggAgacggtgccgaggatgacgatgagcgca 

   |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

3'-ttcggatacggatgtcgtaggtcccgctgFcacggctcctactgctactcgcgt 

nAnt 

nFlu+4 

nAnt/nFlu+8 
5'-aagcctatgcctacagcatccagggFgacggtgccgaggatgacgatgagcgca 

   |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

3'-ttcggatacggatgtcgtaggtcccgctgccacDgctcctactgctactcgcgt 

nAnt 

nFlu+8 
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Таблица 4. Последовательности ДНК-дуплексов 16 п.о., использованных в экспериментах из 

разделов 3.2.3, 3.3.2, 3.4.2. 

Обозначение ДНК-

дуплекса 

Последовательности  

ДНК-дуплексов 

(16 п.о.) 

Обозначение 

 
цепь 𝟏

цепь 𝟐
 

DEG/um 
5'-atccagggDgacggtg 

   |||||||||||||||| 

3'-taggtcccgctgccac 

DEG 

um 

nFlu/um 
5'-atccagggFgacggtg 

   |||||||||||||||| 

3'-taggtcccgctgccac 

nFlu 

um 

nAnt/um 
5'-atccagggAgacggtg 

   |||||||||||||||| 

3'-taggtcccgctgccac 

nAnt 

um 

nAnt/nFlu-3 
5'-atccagggAgacggtg 

   |||||||||||||||| 

3'-taggtFccgctgccac 

nAnt 

nFlu-3 

nAnt/nFlu0 
5'-atccagggAgacggtg 

   |||||||||||||||| 

3'-taggtcccFctgccac 

nAnt 

nFlu0 

nAnt/nFlu+4 
5'-atccagggAgacggtg 

   |||||||||||||||| 

3'-taggtcccgctgFcac 

nAnt 

nFlu+4 

Fab(5)-dC/um 
5'-atccagggСgacggtg 

   |||||||||||||||| 

3'-taggtcccgctgccac 

Fab(5)-dC 

um 

Fab(5)-dC/nFlu-3 
5'-atccagggСgacggtg 

   |||||||||||||||| 

3'-taggtFccgctgccac 

Fab(5)-dC 

nFlu-3 

Fab(5)-dC/nFlu0 
5'-atccagggСgacggtg 

   |||||||||||||||| 

3'-taggtcccFctgccac 

Fab(5)-dC 

nFlu0 

Fab(5)-dC/nFlu+4 
5'-atccagggСgacggtg 

   |||||||||||||||| 

3'-taggtcccgctgFcac 

Fab(5)-dC 

nFlu+4 
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Таблица 5. Структуры ДНК-дуплексов, использованных для определения эффективности инци-

зии цепей ДНК, содержащих АР-сайт, ферментом АРЕ1 (раздел 3.3.3). 

Обозначение 

ДНК-дуплекса 

Последовательность ДНК-дуплекса 

(54 п.о.) 

AP/um 
5'-aagcctatgcctacagcatccagggUgacggtgccgaggatgacgatgagcgca 

   |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

3' ttcggatacggatgtcgtaggtcccgctgccacggctcctactgctactcgcgt 

AP/DEG-3 
5'-aagcctatgcctacagcatccagggUgacggtgccgaggatgacgatgagcgca 

   |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

3' ttcggatacggatgtcgtaggtFccgctgccacggctcctactgctactcgcgt 

AP/DEG0 
5'-aagcctatgcctacagcatccagggUgacggtgccgaggatgacgatgagcgca 

   |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

3'-ttcggatacggatgtcgtaggtcccFctgccacggctcctactgctactcgcgt 

AP/DEG+4 
5'-aagcctatgcctacagcatccagggUgacggtgccgaggatgacgatgagcgca 

   |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

3'-ttcggatacggatgtcgtaggtcccgctgFcacggctcctactgctactcgcgt 

Таблица 6. Структуры модельных ДНК, использованных в разделе 3.4. 

Обозначение 

ДНК-зонда 

Последовательность 

A. 54-звенные ДНК-дуплексы, использованные в экспериментах из разделов 3.4.3 и 3.4.5 

оц ДНК um 5'-aagcctatgcctacagcatccagggcgacggtgccgaggatgacgatgagcgca 

дц ДНК um 
5'-aagcctatgcctacagcatccagggcgacggtgccgaggatgacgatgagcgca 

   |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

3'-ttcggatacggatgtcgtaggtcccgctgccacggctcctactgctactcgcgt 

оц Fab(g)-dC 5'-aagcctatgcctacagcatccagggBgacggtgccgaggatgacgatgagcgca 

дц Fab(g)-

dC/um 

5'-aagcctatgcctacagcatccagggBgacggtgccgaggatgacgatgagcgca 

   |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

3'-ttcggatacggatgtcgtaggtcccgctgccacggctcctactgctactcgcgt 

оц Fap-dC 5'-aagcctatgcctacagcatccagggPgacggtgccgaggatgacgatgagcgca 

дц Fap-

dC/um 

5'-aagcctatgcctacagcatccagggPgacggtgccgaggatgacgatgagcgca 

   |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

3'-ttcggatacggatgtcgtaggtcccgctgccacggctcctactgctactcgcgt 

Б. 49-звенные одноцепочечные ДНК, использованные в эксперименте из раздела 3.4.4 

оц ДНК um 5'-atgcctacagcaagcctatgcctacagcatccagggcgacggtgccgag-Cy3 

оц Fab(5)-dC 5'-atgcctacagcaagcctatgcctacagcatccagggСgacggtgccgag-Cy3 

оц Fab(g)-dC 5'-atgcctacagcaagcctatgcctacagcatccagggBgacggtgccgag-Cy3 

оц Fap-dC 5'-atgcctacagcaagcctatgcctacagcatccagggPgacggtgccgag-Cy3 

В. ДНК-зонды (54/38 нт) с одиночными повреждениями (раздел 3.4.5) 

фс Fap-

dC/um 

5'-aagcctatgcctacagcatccagggРgacggtgccgaggatgacgatgagcgca 

                   |||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

                3'-gtaggtcccgctgccacggctcctactgctactcgcgt 

фс Fab(g)-

dC/um 

5'-aagcctatgcctacagcatccagggBgacggtgccgaggatgacgatgagcgca 

                   |||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

                3'-gtaggtcccgctgccacggctcctactgctactcgcgt 

оц Fab(5)-dC 5'-aagcctatgcctacagcatccagggCgacggtgccgaggatgacgatgagcgca 

фс Fab(5)-

dC/um 

5'-aagcctatgcctacagcatccagggСgacggtgccgaggatgacgatgagcgca 

                   |||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 

                3'-gtaggtcccgctgccacggctcctactgctactcgcgt 

 



47 
 

 

Таблица 7. ОДН, использованные для удлинения модифицированных цепей путем лигирования 

и/ или включения модифицированных звеньев с помощью ДНК-полимеразы β. 

Обозначение полученной 

цепи ДНК 

«Центральный» компонент 

при лигировании 

Фланкирую-

щие ОДН 

Матрица для 

лигирования 

ОДН 

Цепь 1 (137 нт) 

um / Fab(5)-dC / nAnt / 

nFlu / DEG 

p-5'-um / Fab(5)-dC / nAnt / 

nFlu / DEG (54 нт) 

ОДН-1, 

ОДН-2 
ОДН-3, ОДН-4 

Fab(g)-dC / Fap-dC / Fap-

dU 

Достройка ОДН-5 с использованием производного пиримиди-

нового нуклеотид-5'-трифосфата, лигирование с ОДН-6 на мат-

рице ОДН-7 

Цепь 1 (54 нт) 

FAM-5'-nFlu / um p-5'-um / Fab(5)-dC / nAnt / 

nFlu (16 нт) 

ОДН-8, 

ОДН-9 
ОДН-10 

Fab(5)-dC / nAnt  Fab(5)-dC / nAnt (16 нт) ОДН-9, 

ОДН-11 
ОДН-10 

Fab(g)-dC / Fap-dC / Fap-

dU  

Достройка ОДН-12 с использованием модифицированного три-

фосфата, лигирование с ОДН-13 на матрице ОДН-7 

Цепь 2 (137 нт) 

um / nFlu-20…+8 / DEG-

20…+8 

p-5'-um / nFlu-20…+8 / DEG-20…+8 

(54 нт) 

ОДН-14, 

ОДН-15 

ОДН-16, 

ОДН-17 

 

2.1.3. Буферные растворы, использованные в работе. 

1. 10х TE: 100 мМ Трис-HCl pH 7.6, 10 мМ ЭДТА. 

2. 5х TBE: 445 мМ Трис, 445 мМ Н3ВО3, 10 мМ ЭДТА. 

3. 1х TGB: 25 мМ Трис, 192 мМ глицин, 0.1% SDS. 

4. 10х натрий-фосфатный буфер (PBS): 17 мМ KH2PO4, 52 мМ Na2HPO4, 1.5 M NaCl. 

5. 10x Т4 ПНК буфер: 700 мМ Трис-HCl рН 7.6, 100 мМ MgCl2. 

6. 10х NER буфер: 250 мМ Трис-HCl pH 7.8, 450 мМ NaCl, 44 мМ MgCl2, 0.2 мМ ЭДТА, 8 

мМ ATP. 

7. Буфер для NER-компетентных экстрактов: 25 мМ Трис pH 7.9, 100 мМ NaCl, 12 мМ 

MgCl2, 0,5 мМ ЭДТА, 2 мМ дитиотреитол, 12% глицерин. 
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8. 10х буфер для модификации 1 (использовали при фотоаффинной модификации комплекса 

XPC-RAD23B): 250 мМ Трис-HCl рН 7.8, 50 мM MgCl2, 250 мМ NaCl, 1.27 мМ β-меркапто-

этанол. 

9. 10х буфер для бензоназы: 250 мМ Трис-HCl pH 8.6, 20 мМ MgCl2. 

10. 10х буфер для модификации 2 (пользовали при фотоаффинной белков XPD и p44): 200 

мМ HEPES (4-(2-гидроксиэтил)-1-пиперазинэтансульфоновая кислота) pH 7.5, 500 мМ KCl, 

50 мM MgCl2, 10 мM TCEP. 

10. 5х буфер для связывания 1 (использовали при определении эффективности комплексо-

образования фактора XPC-RAD23B с ДНК): 250 мМ Трис-HCl pH 7.5, 500 мМ NaCl, 25 мМ 

MgCl2, 5 мМ дитиотреитол, 0.5 мг/мл БСА (бычий сывороточный альбумин). 

11. 5х буфер для связывания 2 (использовали при определении эффективности комплексо-

образования белка XPD с ДНК)): 100 мМ Трис (pH 7.4), 250 мМ KCl, 5 мМ DTT (дитиотре-

итол), 0.5 мг/мл БСА, 0.5 мМ ЭДТА, 0.25% NP-40, 40% глицерол. 

12. Буфер для разведения Taq-полимеразы: 50 мМ NaCl, 50 мМ Трис-HCl pH 7.5, 1 мМ 

дитиотреитол, 0.1 мМ ЭДТА, 1% Triton X-100, 50% глицерин. 

13. Буфер для разведения протеиназы K: 10 мМ Трис-HCl pH 8.0, 10 мМ СaCl2, 20% глице-

рин  

14. Гипотонический буфер лизиса: 10 мМ Трис-HCl pН 8.0, 1 мМ ЭДТА, 5 мM дитиотреи-

тол, коктейль ингибиторов протеаз (Roche, Германия). 

15. Сахарозно-глицериновый буфер: 50 мМ Трис-HCl pH 8.0, 10 мМ MgCl2, 2 мМ дитиотре-

итол, 25% сахароза, 50% глицерин. 

16. Буфер для подготовки образцов к электрофоретическому анализу нуклеиновых кислот в 

неденатурирующих условиях содержал 50% глицерин, ~0.05% бромфеноловый синий в 

TBE. 

17. Буфер для подготовки образцов к электрофоретическому анализу нуклеиновых кислот в 

денатурирующих условиях содержал 7 М мочевину, ~0.05% ксиленцианол, ~0.05% бромфе-

ноловый синий в формамиде. 

18. Буфер для подготовки образцов к электрофоретическому анализу белков в денатуриру-

ющих условиях по Леммли содержал 200 мМ Трис-HCl pH 6.8, 400 мМ β-меркаптоэтанол, 

~0.01% бромфеноловый синий, 4% SDS, 50% глицерин. 

2.1.4. Оборудование. 

Реакционные смеси и другие пробы инкубировали в термостате Biosan (Россия). Электро-

форез проводили с применением источников питания Эльф-8 (ДНК-Технология, Россия) и 

PowerPac HC (Bio-Rad, США). Оптическую плотность растворов ОДН и белков измеряли при 



49 
 

 

температуре 20-25 ºС с использованием спектрофотометра U-0080D “Hitachi” (Япония). Исполь-

зовали центрифугу с охлаждением 5430 R Eppendorf и микроцентрифугу MiniSpin Plus 

(Eppendorf, Германия), а также центрифугу-вортекс «Микроспин» FV-2400 (Biosan, Россия). Рас-

творы олигодезоксирибонуклеотиды концентрировали в центрифужном испарителе Eppendorf 

Сoncentrator plus (Eppendorf, Германия). Интенсивность флуоресценции ДНК в планшетах детек-

тировали с помощью флуориметра Clariostar plate reader (BMG Labtech, Германия). При анализе 

радиоактивных образцов радиоавтографы гелей получали с использованием экрана Imaging 

ScreenK. Радиоактивные сигналы детектировали с помощью сканера “Typhoon FLA 9500” (GE 

Healthcare, США) или “Molecular Imager FX” (Bio-Rad, США), радиоавтографы гелей анализиро-

вали с использованием программ “Quantity One 4.6.8”, Gel-Pro Analyzer 4.0 (Media Cybernetics, 

L.P.), обработку данных проводили с использованием OriginPro 9.0 (OriginLab Corporation, 

США). 

2.2. Основные методы работы. 

2.2.1. Получение препаратов NER-компетентных экстрактов. 

2.2.1.1. Получение препарата NER-компетентного цельноклеточного экстракта. 

NER-компетентные экстракты клеток CHO были приготовлены по методике, описанной в 

работе [252]. Работу проводили при температуре 4°С. Клетки, предварительно собранные и про-

мытые PBS, ресуспендировали в четырех PCV (от англ. “packed cell volume”) гипотонического 

буфера лизиса. Клетки выдерживали во льду в течение 20 минут, затем разрушали при помощи 

стеклянного гомогенизатора Поттера (20 движений пестика В). 

К полученному гомогенату, находящемуся в ледяной бане, медленно и при осторожном 

перемешивании добавляли 4 PСV сахарозно-глицеринового буфера и 1 PСV насыщенного рас-

твора (NH4)2SO4 (pH 7.0). Далее проводили его ультрацентрифугирование в течение 3 часов при 

100000 g. Супернатант собирали и добавляли к нему сухой (NH4)2SO4 из соотношения 0.33 г на 

мл супернатанта, при этом на каждый грамм (NH4)2SO4 добавляли по 10 мкл 1 M NaOH для под-

держания нейтрального pH. Экстракт перемешивали в течение 30 минут. Осажденные белки со-

бирали при помощи центрифугирования (45 минут, 12000g) при 4°С.  

Осадок растворяли в минимальном объеме (1 PCV) буфера для NER-компетентных экс-

трактов. Нерастворимый осадок удаляли при помощи микроцентрифугирования (10 мин, 13400g, 

4°С). Полученный клеточный экстракт разделяли на аликвоты, замораживали в жидком азоте и 

хранили при -80°С. 

Концентрацию белка определяли по методике Бредфорда [253], с использованием реа-

гента Бредфорда (Bio-Rad). В процессе измерения смешивали раствор, содержащий белковый 

образец и раствор красителя в равных объемах и после выдерживания 10-15 мин при комнатной 

температуре измеряли оптическую плотность при длине волны 595 нм. Концентрацию белка 
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определяли по калибровочной кривой, построенной с использованием БСА (Bio-Rad) в качестве 

стандарта. 

2.2.1.2. Получение препарата NER-компетентного экстракта из печени домашнего кро-

лика Oryctolagus cuniculus. 

Кролика, содержащегося на стандартной диете, 12 часов до умерщвления держали без пи-

тания. Животное забивали, печень быстро вырезали и немедленно удаляли из печени кровь с по-

мощью промывки избытком PBS буфера при комнатной температуре. При проведении последних 

двух промывок использовали PBS, к которому был добавлен коктейль ингибиторов протеаз до 

концентрации 1 мМ. Полученный препарат обескровленной печени, разделенный на порции при-

мерно по 30 г каждая, замораживали в азоте и помещали в кельвинатор (-80°С), где и хранили до 

момента приготовления экстракта. 

Для приготовления экстракта печень размораживали на льду и измельчали скальпелем на 

кусочки 3х5 мм. Используя стеклянный гомогенизатор и пестик А, разрушали ткань на льду до 

гомогенности. Затем с помощью пестика разрушали клетки. С помощью гипотонического буфера 

лизиса гомогенат переносили в стаканчик, стоящий на льду. Дальнейшую обработку полученного 

гомогената проводили по методике 3.2.1.1. 

2.2.2. Электрофоретический анализ нуклеиновых кислот и белков. 

2.2.2.1. Электрофорез в неденатурирующих условиях. 

Раствор мономеров, использовавшийся для приготовления гелей, содержал 5%, 8% или 

10% акриламид и N,N`-метиленбисакриламид в соотношении 60:1 или 40:1 соответственно в 

1хТВЕ-буфере. Полимеризующие агенты использовали из расчета 10 мкл водного 10% раствора 

ПСА и 1.5 мкл ТЕМЕД на 1 мл раствора мономеров. Перед нанесением на гель к пробам добав-

ляли соответствующий буфер для подготовки образцов. Электрофорез проводили при напряжён-

ности поля 15 В/см, в качестве электродного буфера для электрофореза нуклеиновых кислот ис-

пользовали 1хТВЕ. 

2.2.2.2. Электрофорез в денатурирующих условиях. 

Растворы мономеров, использовавшиеся для приготовления гелей, содержали 10-20% ак-

риламид и N,N`-метиленбисакриламид (20:1) и 7 М мочевину в 1хТВЕ-буфере. Полимеризующие 

агенты использовали из расчета 10 мкл водного 10% раствора ПСА и 1.5 мкл ТЕМЕД на 1 мл 

раствора мономеров. Перед нанесением на гель к пробам добавляли соответствующий буфер для 

подготовки образцов и прогревали 10 мин при 85˚С. Электрофорез проводили при напряжённо-

сти поля 15 В/см, в качестве электродного буфера для электрофореза нуклеиновых кислот ис-

пользовали 1хТВЕ.  
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2.2.2.3. Электрофорез белков в денатурирующих условиях по Леммли [254]. 

Разделяющий гель содержал 10% акриламид, N,N`-метиленбисакриламид (75:1), 560 мМ 

Трис-HCl pH 8.8, 0.15% SDS. Полимеризующие агенты для разделяющего геля использовали из 

расчета 10 мкл водного 10% раствора ПСА и 0.8 мл ТЕМЕД на 1 мл раствора мономеров. 

Концентрирующий гель содержал 5% акриламид, N,N`-метиленбисакриламид (75:1), 63 

мМ Трис-HCl pH 6.8, 0.05% SDS. Полимеризующие агенты использовали из расчета 10 мкл вод-

ного 10% раствора ПСА и 1 мкл ТЕМЕД на 1 мл раствора мономеров. 

Перед нанесением на гель к пробам добавляли соответствующий буфер для подготовки 

образцов (¼ объема) и прогревали 10 мин при 85˚С. Электрофорез проводили при напряжённости 

поля 15 В/см, в качестве электродного буфера использовали 1хTGB. 

2.2.2.4. Обработка гелей. 

При анализе нерадиоактивных ДНК гели окрашивали бромистым этидием или красителем 

StainsAll. Для детекции полос ДНК в геле, окрашенном бромистым этидием или содержащем 

флуоресцеин, в ряде случаев использовали сканер Typhoon FLA 9500 (GE Healthcare) или 

Molecular Imager FX (Bio-Rad). Белки в гелях окрашивали с помощью раствора Кумасси R-250. 

При анализе радиоактивных образцов радиоавтографы гелей получали с использованием 

экрана Imaging ScreenK. Радиоактивные сигналы детектировали с помощью сканеров Typhoon 

FLA 9500 (GE Healthcare) и Molecular Imager FX (Bio-Rad), радиоавтографы гелей анализировали 

с использованием программ Quantity One 4.6.8, Gel-Pro Analyzer 4.0 (Media Cybernetics, L.P.) и 

OriginPro 7.5 (OriginLab Corporation). 

2.2.3. Получение протяженных модельных ДНК-дуплексов и фотоактивируемых ДНК-зон-

дов. 

2.2.3.1. 5'- Фосфорилирование олигодезоксирибонуклеотидов. 

Фосфорилирование 5'-концов олигодезоксирибонуклеотидов проводили с помощью фер-

мента T4 ПНК. Реакционная смесь содержала: 250-300 мкМ ОДН, γ-[32P]-dATP (5-10 МБк) или 

10 мМ нерадиоактивный АТР и T4 ПНК (1 ед. акт. на 10 пмоль ОДН) в буфере для T4 ПНК. 

Реакцию проводили в течение 1-3 часов при 37°С. Фермент инактивировали инкубацией смеси 

при 75°C в течение 15 минут. 

2.2.3.2. Достройка праймеров ДНК-полимеразой β с использованием фотоактивируемых 

аналогов dNTP. 

Реакционная смесь содержала 5 мкМ ДНК с однонуклеотидным гэпом, 50 мкM аналог 

dNТP (Fap-dCTP или Fab(g)-dCTP), ДНК-полимеразу β (1-2 мкг на 30 мкл реакционной смеси) и 

буфер для Т4 ПНК. Реакцию проводили при температуре 30°С в течение 1-2 часов. 
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2.2.3.3. Лигирование одноцепочечных разрывов в ДНК-дуплексе. 

Для создания ДНК-дуплекса компоненты реакции лигирования смешивали в эквимоляр-

ном соотношении. Смесь инкубировали 5 минут при 85°С, после чего медленно (∽1°C/мин) осту-

жали до комнатной температуры. Реакционная смесь для лигирования содержала 250-300 мкМ 

ДНК-дуплекс, 4 мМ ATP и Т4 ДНК-лигазу (50 ед. акт. на 100 пмоль разрывов) в ПНК-буфере. 

Реакцию проводили 16 часов при 12°С. 

Продукты реакции лигирования анализировали с помощью электрофореза по методике 

2.2.2.2 с последующим сканированием радиоавтографа. 

2.2.3.3. Выделение целевого олигодезоксирибонуклеотида. 

a). Электрофорез. 

Для выделения целевого ОДН компоненты лигазной смеси разделяли электрофорезом в 

10% ПААГ в денатурирующих условиях по методике 3.3.2. 

б). Электроэлюция. 

ДНК выделяли из геля методом электроэлюции. Для этого участок геля, содержащий це-

левой ОДН, вырезали и проводили электроперенос ДНК на DEAE-бумагу DE-81 в ячейке для 

электроэлюции (электродный буфер для электропереноса – 0.5хTBE, напряжённость поля 

20 В/см). 

в). Элюция с DЕАЕ-бумаги 3М раствором LiClO4. 

С DЕАЕ-бумаги ОДН элюировали 3 М LiClO4 тремя порциями по 30 мкл, инкубируя каж-

дой порцией элюента по 5 минут при 75°С.  

2.2.3.4. Осаждение ДНК ацетоном в присутствии LiClO4. 

Для осаждения к элюату, полученному на предыдущей стадии, добавляли пятикратный 

избыток ацетона. После выдерживания в течение 18 часов при -20°С осадок собирали центрифу-

гированием (10 мин, 4°С) и промывали тремя порциями по 1 мл холодного ацетона, каждый раз 

центрифугируя (10 мин, 4°С). Остатки ацетона удаляли с помощью центрифужного испарителя. 

Полученный осадок растворяли в буфере ТЕ. Количество выделенной ДНК в полученном препа-

рате определяли по оптической плотности раствора при длине волны 260 нм на спектрофото-

метре Hitachi U0080D (Япония). 

2.2.3.5. Формирование модельных ДНК-дуплексов. 

Для формирования ДНК-дуплексов смесь, содержавшую комплементарные цепи ДНК 

в эквимолярных соотношениях в 10 мМ Трис-HCl (pH 7.8) выдерживали при 85°С в течение 5 

мин, после чего медленно (∽1°C/мин) охлаждали до комнатной температуры. Полученные 

ДНК-дуплексы анализировали методом электрофореза в неденатурирующих условиях по ме-

тодике 2.2.2.1. Во всех случаях доля образовавшегося ДНК-дуплекса была выше 95%. 
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2.2.4. Методики экспериментов. 

2.2.4.1. Определение угла изгиба ДНК-дуплекса, индуцированного присутствием поврежде-

ния. 

Относительное изменение подвижности ДНК-дуплекса при введении объемного повре-

ждения определяли, сравнивая подвижности модифицированного и немодифицированного ДНК-

дуплексов при разделении в 10% ПААГ в неденатурирующих условиях с последующей радиоав-

тографией (метод 2.2.2.1). 

2.2.4.2. Определение температуры плавления ДНК-дуплексов. 

Температуру плавления ДНК-дуплексов длиной 16 п.о. определяли методом дифференци-

ального плавления на базе спектрофотометра Cary 300 Bio (Varian Inc., Австралия). Образцы со-

держали 2.5 мкМ ДНК в водном растворе 10 мМ какодилата натрия (pH 7.2). Детекцию поглоще-

ния осуществляли на трех длинах волн (260, 270 и 300 нм). Значения, полученные при 300 нм, 

использовались в качестве контроля. Данные измерений, полученных при длинах волн 260 и 270 

нм, были усреднены. 

2.2.4.3. Исследование эффективности образования комплексов фактора XPC-RAD23B с 

ДНК методом торможения в геле. 

Эффективность связывания белка XPC с модельными ДНК определяли методом торможе-

ния ДНК в геле. Реакционные смеси, содержащие 10 нM дц ДНК (54 п.о.) и гетеродимер XPC-

RAD23B, концентрацию которого варьировали, инкубировали в буфере для связывания 1: 50 мM 

Трис-HCl (pH 7.5), 100 мM NaCl, 5 мM MgCl2, 1 мM дитиотреитол (DTT), 0.1 мг/мл БСА – в 

течение 20 мин при 37°С. Затем проводили электрофорез в неденатурирующих условиях в 5%-

ном ПААГ 1:60 при 4°С с последующей радиоавтографией.  

Расчет величин EC50 (полумаксимальных эффективных концентраций) для связывания 

белка ХРС с модельными ДНК проводили с использованием уравнения Хилла: 

𝑦 = 𝑦𝑚𝑖𝑛 +
𝑦𝑚𝑎𝑥−𝑦𝑚𝑖𝑛

(𝐸𝐶50
𝑥

)𝑛+1
 (1), где x – концентрация белка, ymin и ymax – минимальное и макси-

мальное значения на кривой титрования соответственно, n – коэффициент Хилла. 

Величина EC50 обозначала концентрацию белка, при которой достигается половина от 

максимального насыщения его комплексов с ДНК. Концентрацию активного белка в препарате 

определяли как описано в работе [244]. 
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2.2.4.4. Исследование эффективности образования комплексов белка XPD с ДНК методом 

торможения в геле. 

Реакционные смеси, содержащие 100 нМ 5'-[32P]-меченую ДНК инкубировали с 25-750 нМ 

белком XPD в буфере для связывания 2, содержащем 20 мМ Трис (pH 7.4), 50 мМ KCl, 1 мМ DTT, 

0.1 мг/мл БСА, 0.1 мМ ЭДТА, 0.5% NP-40 и 8% глицерин, в течение 15 мин при 30 °C. Комплексы 

белок-ДНК стабилизировали добавлением 1 мкл 5% глутарового альдегида и выдерживали смеси 

в течение 3 мин при 30 °C. Образцы анализировали при помощи электрофореза в 6% нативном 

геле в 1хTBE буфере при 4°C. Гели высушивали и применяли к ним стандартные методы анализа 

– авторадиографию с использованием Typhoon FLA 9500 (GE Healthcare) и программного обес-

печения (Quantity One). 

2.2.4.5. Определение значений EC50 для связывания белков репарации с модельными ДНК 

методом измерения анизотропии флуоресценции.  

Значения EC50 для связывания комплексов белков XPC или XPD-p44 с ДНК определяли 

методом измерения анизотропии флуоресценции. Измерения проводили с помощью прибора 

Clariostar microplate reader (BMG Labtech GmbH, Germany), для обработки полученных данных 

использовали программное обеспечение MARS Data Analysis Software (BMG Labtech GmbH, Гер-

мания) и пакет программ OriginPro 9.0 (OriginLab, США). Реакционные смеси в 384-луночном 

планшете (Corning, США) облучали поляризованным светом. 

При определении значений EC50 комплексов белка XPC c ДНК измерения проводили при 

25°С в буфере для связывания 1 (50 мМ Трис-HCl, pH 7.8, 100 мМ NaCl, 5 мМ MgCl2, 1 мМ DTT, 

0.1 мг/мл БСА), при постоянной концентрации ДНК (5 нM). Используемые ДНК были длиной 54 

п.о. и содержали кластерное повреждение во внутренних позициях цепей, а также метку FAM на 

5'-конце цепи 1. Концентрацию гетеродимера XPC-RAD23B варьировали в интервале 1-25 нМ. 

Общий объем пробы составлял 10 мкл. Длина волны возбуждения составляла 482-16 нм, испус-

кание наблюдалось на длине волны 530-40 нм.  

При определении значений EC50 для связывания гетеродимера XPD-p44 с ДНК измерения 

проводили при комнатной температуре в буфере, содержащем 20 мМ HEPES pH 7.5, 30 мМ KCl, 

5 мМ MgCl2 и 1 мМ TCEP, в присутствии или отсутствии 2.5 мM ATP, при постоянной концен-

трации 49-звенной одноцепочечной ДНК (10 нМ), несущей метку Cy3 на 3'-конце. Концентрацию 

белка варьировали от 5 до 1600 нМ. Общий объем пробы составлял 15 мкл. Длина волны возбуж-

дения составляла 540-20 нм, испускание наблюдалось на длине волны 590-20 нм. 

При сканировании для каждого образца проводилось по 50 вспышек, затем полученные 

значения усреднялись. По результатам титрования ДНК были построены стехиометрические кри-

вые связывания. Экспериментальные данные аппроксимировали уравнением Хилла (1). 
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2.2.4.6. Фотоаффинная модификация белка XPC с использованием аналогов субстратов 

NER. 

Реакционные смеси, содержащие 15 нМ радиоактивно меченую фотоактивируемую ДНК 

и 80 нМ рекомбинантный белковый комплекс XPC-RAD23B в буфере для фотоаффинной моди-

фикации 1 (25 мМ Трис-HCl рН 7.8, 5 мM MgCl2, 25 мМ NaCl, 0.127 мМ β-меркаптоэтанол) ин-

кубировали 15 минут при комнатной температуре, а затем облучали УФ-светом с длиной волны 

312 нм при помощи прибора BioLink BLX «Vilber Lourmat», Франция. Облучение проводили в 

течение 10 минут при интенсивности света 1.5 Дж/см2*мин. Если эксперимент требовал прове-

дения бензоназной обработки продуктов модификации, сразу после завершения облучения часть 

реакционной смеси отбирали для анализа и смешивали ее с SDS-буфером для образцов. К остав-

шейся части добавляли бензоназу из расчета 0.1 ед. акт. на 1 мкл реакционной смеси и инкуби-

ровали 30 минут при 37˚С. Реакцию останавливали добавлением буфера для подготовки образцов 

и нагреванием (15 мин, 95°С). Анализировали продукты реакции методом электрофореза по Лем-

мли с последующей радиоавтографией как описано в разделе 2.2.2.3. Эффективность фотоаффин-

ной модификации определяли как процент ДНК, включившейся в состав нуклеопротеиновых ад-

дуктов. 

2.2.4.7. Фотоаффинная модификация белка XPD с использованием аналогов субстратов 

NER. 

Реакционные смеси для фотоаффинной модификации содержали 120-250 нМ ДНК-зонд и 

200 нМ белок XPD в буфере для фотоаффинной модификации 2 (20 мМ HEPES pH 7.5, 50 мМ 

KCl, 5 мM MgCl2, 1 мМ TCEP). Эксперименты были проведены как в присутствии 2.5 мM ATP и 

200 нМ белка р44, так и в их отсутствии. Далее образцы обрабатывали как описано в разделе 

2.2.4.6. 

2.2.4.8. Определение эффективности расщепления АР-сайтов ферментом АРЕ1. 

Для получения ДНК, содержащей AP-сайты, ДНК-дуплексы, несущие остатки дезокси-

уридина, предварительно инкубировали с UDG (1 ед./мкл) в течение 15 мин при 37 C. Реакцион-

ную смесь, содержащую 10 нМ [32P]-меченую обработанную ферментом UDG ДНК, 2 нМ фер-

мент APE1, а также буферные компоненты: 50 мМ трис-HCl (pH 7.5), 5 мМ MgCl2, 40 мМ NaCl, 

1 мМ DTT и 0.25 мг/мл БСА, инкубировали в течение 1-10 мин при температуре 37°С. Реакцию 

останавливали добавлением 1/5 объема буфера для подготовки образцов к электрофоретиче-

скому анализу нуклеиновых кислот в денатурирующих условиях и прогревали в течение 5 мин 

при 95°С. Продукты реакции анализировали методом электрофоретического разделения в 20% 

ПААГ в денатурирующих условиях (2.2.2.2) с последующей радиоавтографией. 
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2.2.4.9. Определение эффективности эксцизии модифицированного участка ДНК с исполь-

зованием α-[32P]-dСTP. 

Эффективность эксцизии фрагмента, содержащего модификацию, из модельных ДНК оце-

нивали с применением методики постэксцизионного мечения [186]. Использовали протяженные 

(137 п.о.) нерадиоактивные ДНК-субстраты, содержащие объемное повреждение примерно в се-

редине цепи. Схема методики представлена на рис. 9. Радиоактивную метку вводили с 3'-конца 

подвергшихся эксцизии из ДНК фрагментов, содержащих повреждение, в ходе ДНК-полимераз-

ной реакции. ДНК-матрица, используемая для достройки продуктов эксцизии (ОДН-18), пред-

ставляла собой ОДН, комплементарный поврежденному фрагменту ДНК. На ее 5'-конце распо-

ложено несколько последовательно включенных остатков гуанозинмонофосфата. В качестве кон-

троля проводили достройку на неспецифической матрице (ОДН-19). В ходе определения актив-

ности 30 мкл смеси, содержащей модифицированный дуплекс (15-25 нM), NER-компетентный 

клеточный экстракт и ДНК-матрицу (500 нМ) в буфере: 25 мM Трис-HCl (pH 7.8), 45 мM NaCl, 

4.4 мM MgCl2, 0.02 мM ЭДТА, 4 мM ATP – инкубировали 3-45 мин при 30°С. Реакцию останав-

ливали прогреванием смеси при 95°С в течение 5 мин, после чего к реакционной смеси добавляли 

Taq-полимеразу (5 ед. активности), 10×Taq-буфер (50 мM NaCl, 50 мM Трис-HCl, pH 7.5, 1 мM 

DTT, 0.1 мM ЭДТА, 1% Triton X-100, 50% глицерина), смесь dATP, dTTP и dGTP (до концентра-

ции 3.5 мкM) и α-[32P]-dСTP (300 Бк), инкубировали 5 мин при 37°С, добавляли dCTP до концен-

трации 1.5 мкМ и инкубировали еще 15 мин. В реакционную смесь вносили раствор протеиназы 

К до 0.14 мкг/мл и SDS до 0.3% и инкубировали 30 мин при 37°С. Реакцию останавливали добав-

лением двух объемов 93%-ного этилового спирта. Продукты реакции разделяли методом элек-

трофореза в денатурирующих условиях в 10% ПААГ (раздел 2.2.2.2). 

2.2.4.10. Статистическая обработка полученных данных. 

Для полученных данных определяли стандартное отклонение по формуле:  

𝑠 = √
1

𝑛−1
× ∑ (𝑥𝑖 − �̿�)2𝑛

𝑖=1  (2), где n — объем выборки; xi — i-й элемент выборки; �̿� — среднее 

арифметическое выборки. 

Планки погрешностей на всех рисунках представляют собой стандартные отклонения, 

полученные на основе по крайней мере трех независимых экспериментов. 
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Глава 3. Результаты и их обсуждение. 

3.1. Выбор модельных повреждений ДНК. Дизайн структур модельных ДНК-субстратов. 

Первой задачей был выбор модельных повреждений, имитирующих различные типы при-

родных повреждений ДНК, удаляемых в ходе репарации. В качестве объемных модельных по-

вреждений мы использовали ненуклеотидные вставки nAnt и nFlu, и нуклеотиды, несущие фото-

активируемые остатки – Fab(5)-dCMP, Fab(g)-dCMP и Fap-dСMP, а также вставку на основе DEG. 

Структуры использованных модифицированных звеньев и их названия приведены на рис. 10. 

 

Рис. 10. Структуры модельных повреждений ДНК, использованных в работе. 

Fab(5)-dCMP – 5-[3-(4-азидо-2,3,5,6-тетрафторбензамидо)пропоксипроп-1-инил]-2'-дезоксицити-

дин 3' фосфат; 

Fab(g)-dCMP – экзо-N-[(4-азидотетрафторбензилиденгидразинокарбонил)-бутилкарбамоил]-2'-

дезоксицитидин 3' фосфат; 

Fap-dCMP – экзо-N-[2-[N-(4-азидо-2,5-дифторо-3-хлорпиридин-6-ил)-3-амино-пропионил]ами-

ноэтил]-2'-дезоксицитидин 3' фосфат; 

nAnt – ненуклеотидный фрагмент модифицированной цепи ДНК, содержащий N-[6-(9-

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

nFlu – ненуклеотидный фрагмент модифицированной цепи ДНК, содержащий (N-[6-(дипива-

лоил-5(6)-флуоресцеинилкарбамоил)гексаноил]-О1-(4,4'-диметокситритил)-О2-[(диизопропила-

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

DEG – вставка на основе фосфодиэфира диэтиленгликоля. 
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Повреждения ДНК, процессируемые системой NER, являются, как правило, объемными 

аддуктами, которые образуются при воздействии на азотистые основания УФ- и ионизирующего 

излучения, различных химических мутагенов, включая некоторые эндогенные метаболиты, а 

также некоторых химиотерапевтических агентов [55]. Для повреждений, эффективно распозна-

ваемых и удаляемых в процессе NER, характерна значительная степень искажения структуры 

ДНК-дуплекса в месте их введения. В тоже время эта сиcтема репарации не проявляет жесткой 

специфичности к структуре повреждений, что позволяет ей удалять широчайший спектр повре-

ждений ДНК. Это обстоятельство позволяет широко использовать искусственные синтетические 

структуры для изучения процесса NER. 

nAnt и nFlu представляют собой вставки с объемным антраценовым (антрацетилкарбамо-

ильным) или флуоресцеиновым (флуоресцеинкарбамоильным) заместителем, которые соеди-

нены с ДНК через гексаноильный линкер. Как было показано ранее, nAnt и nFlu в составе ДНК-

дуплекса эффективно распознаются фактором XPC-RAD23B [90] и подвергаются эксцизии по 

механизму NER [186]. Природные повреждения схожей структуры (англ. “tethered lesions”) вклю-

чают пиридилоксобутильные производные пуриновых и пиримидиновых азотистых оснований, 

некоторые из которых удаляются из ДНК системой NER [255,256]. Эти повреждения, наряду с 

производными бензо[a]пирена, возникают при реакции азотистых оснований с активными мета-

болитами табачного дыма. 

Модельные повреждения Fab(5)-dC, Fab(g)-dC и Fap-dU являются модифицированными 

азотистыми основаниями, содержащими фотореакционноспособную группировку. При воздей-

ствии УФ-излучения ДНК, содержащие фотоактивируемые объемные повреждения, способны 

ковалентно фиксировать контактирующие с ними белки [55,237,257,258]. Fab(5)-dC и Fab(g)-dC 

представляют собой модифицированные цитидины с объемными фторазидобензоильными груп-

пировками, Fap-dU – уридин с фторхлоразидопиридильной группировкой. ДНК, содержащие мо-

дифицированные нуклеотидные звенья Fab(5)-dCMP, Fab(g)-dCMP и Fap-dUMP, ранее были ис-

пользованы в экспериментах по фотоаффинной модификации белков репарации [238,244,259]. В 

данной работе впервые оценено, насколько эффективно система NER осуществляет эксцизию 

этих модифицированных оснований из состава линейной протяженной двухцепочечной ДНК. 

Как упоминалось выше, ряд модельных ДНК, использованных в работе, содержал в со-

ставе кластерного повреждения аналог АР-сайта. AP-сайты возникают в ДНК клетки с высокой 

частотой в результате спонтанного гидролиза N-гликозидной связи и как интермедиаты процесса 

эксцизионной репарации оснований. При физиологических условиях АР-сайты в составе ДНК 

существуют преимущественно в циклической фуранозной форме, а также могут принимать ацик-

лическую форму – альдегида и гидратированного альдегида (рис. 7А). В ациклической форме 

АР-сайты проявляют большую химическую активность, подвергаясь спонтанной β-элиминации, 
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что осложняет проведение биохимических и структурных исследований [260]. Кроме того, при 

инкубации ДНК, содержащей АР-сайты, в клеточных экстрактах млекопитающих происходит их 

интенсивное ферментативное расщепление, преимущественно благодаря действию фермента 

АРЕ1 [7,261,262]. Для того, чтобы избежать преждевременного распада субстратов во многих 

исследованиях используются аналоги АР-сайтов, обладающие большей химической стабильно-

стью и/или менее чувствительные к действию фермента АРЕ1 [7,261,262]. Примерами таких ана-

логов являются THF и DEG (рис. 7). Ранее в ЛБХФ было показано, что рекомбинантный фермент 

АРЕ1 человека расщепляет цепи, содержащие остатки диэтиленгликоля (DEG) в составе ДНК-

дуплексов по положению вставки, что позволяет рассматривать их как аналоги АР-сайтов 

[262,263]; эффективность их расщепления достаточно низкая и уменьшается в ряду: АР-сайт > 

THF > DEG [262–264]. Показано, что вставка DEG в составе двухцепочечного кластерного по-

вреждения также достаточно устойчива к действию фермента APE1 и других нуклеаз в исполь-

зуемом в данной работе клеточном экстракте [265]. Вставка на основе фосфодиэфира диэти-

ленгликоля (DEG) была выбрана для замены АР-сайта в модельных ДНК, чтобы снизить уровень 

деградации ДНК эндогенным ферментом АРЕ1 клеточных экстрактов. 

При выборе аналога АР-сайта важным критерием было структурное сходство ДНК, содер-

жащей природный AP-сайт и его аналог. Исследование структуры ДНК, содержащей АР-сайт, 

показало, что присутствие этого повреждения не изменяет ее B-форму, однако значительно де-

стабилизирует структуру ДНК-дуплекса в месте локализации повреждения [266]. Термодинами-

ческая стабильность локального участка ДНК-дуплекса, содержащего АР-сайт, значительно ва-

рьирует в зависимости от контекста окружающей повреждение последовательности: как от нук-

леотидов, окружающих АР-сайт, так и от расположенных напротив него в комплементарной цепи 

ДНК [266]. 

Известно, что наличие в ДНК повреждения может повышать гибкость двойной спирали 

или даже вызвать образование постоянного изгиба дц ДНК [267]. В ряде исследований было по-

казано, что наличие АР-сайта в структуре ДНК повышает конформационную гибкость ДНК-дуп-

лекса [268,269] и приводит к изгибу оси ДНК-дуплекса на угол ~30° [270]. Особенности влияния 

структуры вставки DEG на конформационные характеристики ДНК-дуплексов были проанали-

зированы в статье [271]; было показано, что введение одиночного диэтиленгликолевого остатка 

приводит к возникновению перегиба оси ДНК-дуплекса на угол 20°. 

С использованием выбранных модельных повреждений были созданы структуры, имити-

рующие ДНК-субстраты, содержащие кластерные повреждения: набор линейных модифициро-

ванных двухцепочечных ДНК длиной 16, 54 и 137 п.о. Первый ряд ДНК содержал два объемных 

повреждения в составе кластера, второй – объемное повреждение и АР-сайт, расположенные в 



60 
 

 

комплементарных цепях ДНК-дуплекса. Модифицированные звенья располагались преимуще-

ственно по внутренним позициям цепей ДНК-дуплекса. 

В качестве базовой последовательности ДНК был использован 137-звенный фрагмент 

плазмиды pBR322 (позиции 56–193 «верхней» цепи) [186]. Модельные повреждения вводились 

как в «верхнюю» (цепь 1) модельной ДНК, так и в «нижнюю» – цепь 2. Модифицированное звено 

цепи 1 во всех случаях располагалось в нулевой позиции – 68-ое звено от ее 5'-конца. Для введе-

ния повреждения nFlu или DEG в цепь 2 были выбраны определенные позиции: они располага-

лись в пределах участка ДНК, комплементарного удаляемому в процессе NER поврежденному 

фрагменту из цепи 1. Таким образом, мы хотели проанализировать, как наличие дополнительного 

повреждения повлияет на работу репаративного белкового комплекса NER. В ДНК-дуплексах 

длиной 54 и 137 п.о. повреждение цепи 2 находилось в позициях, расположенных в районе 20-го 

нуклеотида со стороны 5'-конца – 10-го нуклеотида со стороны 3'-конца относительно поврежде-

ния цепи 1. Расположение модифицированных звеньев в цепи 2 в ДНК-дуплексах (137 п.о.) обо-

значалось следующими индексами: позиция 90-го звена от 5'-конца обозначалась как «–20», 80-

го – «–10», 76-го – «–6», 73-го – как «–3», 66-го – «+4», 64-го – «+6», 62-го – «+8», 70-я позиция 

цепи 2 считалась нулевой. Структуры ДНК-дуплексов, содержащих кластерные повреждения, и 

их обозначения приведены в таблицах 3-6. 

3.2. Исследование свойств ДНК, содержащих объемные повреждения в обеих цепях, как суб-

стратов системы NER. 

3.2.1. Оценка сродства фактора XPC-RAD23B к ДНК-дуплексам, содержащим объемные 

повреждения в обеих цепях. 

Оценка сродства фактора ХРС-RAD23B к ДНК дает представление об эффективности пер-

вой стадии процесса NER – узнавания повреждения ДНК. В клетке фактор ХРС-RAD23B посто-

янно сканирует геномную ДНК в поисках повреждений. При встрече с повреждением белок XPC 

не контактирует с аддуктом напрямую, а взаимодействует с ДНК вблизи повреждения, как с не-

поврежденной, так и с поврежденной цепью [57,77], дополнительно дестабилизируя ДНК-дуп-

лекс в этом участке и изгибая его остов [79]. Фактор XPC функционирует в комплексе с белком 

RAD23B. Субъединица RAD23B стимулирует активность NER, а также защищает белок ХРС от 

протеасомной деградации [63,64]. 

Сродство белкового комплекса ХРС-RAD23B к 54-звенным ДНК-дуплексам, содержащим 

модельные повреждения Fab(5)-dC, nAnt и nFlu, определено методом торможения ДНК в геле. 

Повреждения Fab(5)-dC или nAnt располагались в цепи 1, цепь 2 содержала вставку nFlu в поло-

жениях -20, -10, -3, 0, +4 или +8 (структуры модельных ДНК приведены в таблице 3). Полученные 
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значения EC50 для связывания фактора ХРС-RAD23B с рядом модельных ДНК, содержащих 

объемные повреждения в обеих цепях, приведены в таблице 8. 

Таблица 8. Значения EC50 для связывания фактора ХРС-RAD23B с ДНК-дуплексами, содер-

жащими объемные повреждениями в обеих цепях. 

 

Значения сродства фактора ХРС-RAD23B ко всем ДНК, содержащим повреждения, были 

выше, чем к немодифицированной ДНК. Сродство комплекса ХРС-RAD23B к ДНК, содержащей 

nAnt как одиночное повреждение (ДНК nAnt/um), было на 25% выше, чем сродство к ДНК Fab(5)-

dC/um (таблица 8). 

Во всех проанализированных случаях появление второго объемного повреждения ДНК, 

вставки nFlu, в противоположной цепи ДНК-дуплекса приводило к увеличению сродства фактора 

XPC-RAD23B к данной структуре (в 1.1-1.4 раза для ряда Fab(5)-dC-содержащих ДНК, содержа-

щих близко расположенные повреждения в составе кластера, и 1.2-1.8 раз для ряда nAnt-

содержащих ДНК). Величина, на которую изменялось значение сродства при появлении в ДНК 

второго повреждения (nFlu), зависела от типа повреждений и их взаимного расположения в ДНК-

дуплексе. В ряду Fab(5)-dC-содержащих ДНК наблюдалось повышение сродства при смещении 

nFlu в сторону 5'-конца цепи 2 (ДНК Fab(5)-dC/nFlu0,+4, +8) – сродство белка XPC к ДНК Fab(5)-

dC/nFlu+8 было в 1.2-1.5 раз выше, чем к остальным ДНК из этой серии, содержащим кластерные 

Обозначение ДНК-дуплекса (54 п.о.) 

Значение EC50 для связывания фактора 

ХРС-RAD23B с ДНК, нМ 

(метод  торможения ДНК в геле) 

Fab(5)-dC/um 30.1 ± 1.6 

Fab(5)-dC/nFlu-20 32.7 ± 3.4 

Fab(5)-dC/nFlu-10 34.6 ± 6.2 

Fab(5)-dC/nFlu-3 26.6 ± 0.4 

Fab(5)-dC/nFlu0 25.0 ± 0.8 

Fab(5)-dC/nFlu+4 25.6 ± 2.1 

Fab(5)-dC/nFlu+8 21.3 ± 2.7 

nAnt/um 24.3 ± 2.5 

nAnt/nFlu-20 14.4 ± 3.7 

nAnt/nFlu-10 14.0 ± 2.1 

nAnt/nFlu0 13.3 ± 2.0 

nAnt/nFlu+8 19.8 ± 2.3 

ДНК um 44.7 ± 1.9 
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повреждения. Взаимодействие фактора XPC-RAD23B с рядом ДНК-дуплексов, содержащих nAnt 

в составе кластерного повреждения (ДНК nAnt/nFlu-20,-10,0, +8), во всех случаях характеризовалось 

более высоким сродством, чем его взаимодействие с рядом ДНК, содеращих Fab(5)-dC в составе 

кластера повреждений. При этом сродство фактора XPC к ДНК nAnt/nFlu+8, в которой вставка 

nFlu была сдвинута в сторону 5'-конца цепи 2, было в 1.4-1.5 раза ниже по сравнению с осталь-

ными кластерными nAnt-содержащими ДНК. Таким образом, общей закономерности между вза-

имным расположением повреждений в рядах ДНК Fab(5)-dC/nFlu и nAnt/nFlu и сродством к ним 

фактора XPC-RAD23B выявлено не было. Предположительно, сродство фактора XPC-RAD23B к 

модельным ДНК зависело скорее не от расположения повреждений, а от расположения участков 

индуцированной ими локальной дестабилизации в молекулах ДНК-дуплексов. 

Повышение концентрации фактора XPC-RAD23B приводило к появлению нуклеопро-

теинового комплекса с меньшей электрофоретической подвижностью. Пример радиоавто-

графа геля после электрофоретического разделения комплексов, образовавшихся в результате 

связывания фактора ХРС-RAD23B с ДНК, приведен на рис. 11. 

 

Рис. 11. Радиоавтограф ПААГ (5%) после разделения комплексов, образовавшихся в резуль-

тате связывания фактора ХРС-RAD23B с ДНК. Реакционные смеси содержали 10 нМ ДНК 

Fab(5)-dC/um и фактор XPC-RAD23B (его концентрацию варьировали в пределах 1-50 нМ) в 

буфере для связывания 1. 

Наиболее вероятной причиной появления комплекса 2 является связывание второй моле-

кулы белка XPC с комплексом, образованным белком XPC с ДНК. Ранее появление комплекса с 

меньшей электрофоретической подвижностью отмечалось в работе [77] при анализе взаимодей-

ствия фактора XPC-RAD23B с модифицированной ДНК, содержащей остаток флуоресцеина, вве-

денный в качестве заместителя по пятому положению дезоксиуридина. 
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Мы показали, что фактор XPC-RAD23B проявляет более высокое сродство к ДНК, содер-

жащим кластерное повреждение, по сравнению с ДНК, несущими одиночное модельное повре-

ждение. Сродство белкового комплекса XPC-RAD23B к ряду Fab(5)-dC/nFlu-содержащих ДНК 

оказалось ниже, чем к ряду ДНК-дуплексов, содержащих в обеих цепях ненуклеотидные модель-

ные повреждения nAnt и nFlu. Наблюдаемое предпочтение фактора XPC-RAD23B в связывании 

ДНК-дуплексов, содержащих вставку nFlu в составе кластерного повреждения, может обеспечи-

ваться наличием в их структуре участков с повышенной дестабилизацией, возникающих в ре-

зультате взаимодействия объемной флуоресценильной группы nFlu с окружающими участками 

ДНК [90]. 

3.2.2. Фотоаффинная модификация гетеродимера XPC-RAD23B с использованием зон-

дов, имитирующих ДНК, содержащих кластерное повреждение. 

Для выявления структурных особенностей взаимодействия фактора XPC-RAD23B с 

ДНК, содержащими кластерные повреждения, были проведены эксперименты по аффиной мо-

дификации этого белкового комплекса с использованием фотоактивируемых ДНК-зондов раз-

личной структуры. Метод фотоаффинной модификации широко используется при изучении 

структуры и динамики функционирования многокомпонентных белковых комплексов 

[237,238,244,272]. В качестве аффинных зондов для модификации белков NER, как правило, 

используются такие аналоги субстрата как радиоактивно меченые ДНК-дуплексы, содержа-

щие во внутренней позиции одной из цепей ДНК объемную фотоактивируемую модифика-

цию, распознаваемую белками системы NER как повреждение. В результате УФ-облучения 

реакционной смеси образуются радиоактивно меченые аддукты белков, контактирующих с 

фотоактивируемой группой, с ДНК. 

Для экспериментов по аффинной модификации рекомбинантного гетеродимера XPC-

RAD23B были использованы ДНК-зонды (54 п.о.) трех типов, различающиеся расположением 

модельных повреждений: ДНК Fab(5)-dC/um, Fab(5)-dC/nFlu-3 и Fab(5)-dC/nFlu+4 (схемы ДНК-

зондов приведены в таблице 3). При модификации белкового комплекса ХРС-RAD23B Fab(5)-

dC-содержащие зонды образовывали аддукты с ДНК-связывающей субъединицей гетероди-

мера, 125-кДа ХРС, но не с 58-кДа белком RAD23B (рис. 12А). Ранее при использовании зон-

дов, содержащих другие фотоактивируемые модельные повреждения, модификации субъеди-

ницы RAD23B данного комплекса также не наблюдалось [238]. Отсутствие продуктов фото-

аффинной модификации белка RAD23B подтверждает то, что эта субъединица распознающего 

повреждение белкового комплекса NER не взаимодействует напрямую с поврежденной ДНК. 
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Рис. 12. (А). Радиоавтографы ПААГ после разделения продуктов фотоаффинной модификации 

рекомбинантного белкового комплекса XPC-RAD23B ДНК-зондами. Реакционные смеси, содер-

жащие 80 нМ фактор XPC-RAD23B и 15 нМ ДНК Fab(5)-dC/um (дорожки 1, 4), Fab(5)-dC/nFlu+4 

(дорожка 2, 5) или Fab(5)-dC/nFlu-3 (дорожка 3, 6) в буфере для фотоаффинной модификации 1, 

инкубировали при комнатной температуре в течение 15 мин. Затем реакционные смеси облучали 

УФ-светом с длиной волны 312 нм (прибор BioLink BLX Vilber Lourmat, Франция) в течение 10 

мин при интенсивности 1.5 Дж/(см2
*мин). Часть образцов (А, дорожки 4-6) обрабатывали бензо-

назой (реакцию проводили в течение 30 мин при 37°C). (Б). Зависимость относительной эффек-

тивности фотоаффинной модификации рекомбинантного белка XPC от типа используемого 

ДНК-зонда (до бензоназной обработки реакционных смесей). За единицу принята эффективность 

модификации белка XPC с использованием ДНК Fab(5)-dC/um. 

Эффективность мечения субъединицы ХРС была примерно в 1.5 раз выше при использо-

вании ДНК-зондов, содержащих в комплементарной цепи ДНК-дуплекса вставку nFlu (рис. 12Б). 

Можно предположить, что изменения структуры ДНК-дуплексов, вызванные введением вставки 

nFlu в положения +4 или –3 комплементарной цепи, приводят к возникновению флуктуирующих 

участков дестабилизации ДНК (англ. “single strand characters”) вблизи модифицированного нук-

леотида, содержащего фотоактивируемую группу. Таким образом, фактор ХРС-RAD23B более 

эффективно связывал ДНК-зонды, содержащие ненуклеотидную вставку nFlu, расположенную 
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как в направлении 5'-, так и 3'-конца комплементарной цепи ДНК-дуплекса относительно фото-

активируемого модельного повреждения Fab(5)-dC. 

Фотоаффинная модификация белка ДНК-зондом существенно меняет его электрофорети-

ческую подвижность. Наличие [32Р]-метки вблизи фотоактивируемого повреждения дает возмож-

ность использовать бензоназную обработку реакционных смесей после проведения аффинной 

модификации для более точной оценки молекулярных масс белков-мишеней модификации. Бен-

зоназа, являясь неспецифической эндонуклеазой, расщепляет ДНК, включенную в состав нуклео-

протеинового аддукта, за исключением нуклеотидов, расположенных непосредственно вблизи 

места фотопришивки ДНК к белку. После такой обработки белки-мишени модификации оста-

ются [32Р]-меченными, а их электрофоретическая подвижность оказывается равной или весьма 

близкой к подвижности соответствующих немодифицированных полипептидов [238]. Бензоназ-

ная обработка нуклеопротеиновых аддуктов показала, что молекулярная масса белка-мишени ме-

чения составляет ~130 кДа, что соответствует молекулярной массе белка XPC. 

Мы показали, что при появлении в различных положениях комплементарной цепи Fab(5)-

dC-содержащего ДНК-зонда дополнительного объемного повреждения, ненуклеотидной вставки 

nFlu, уровень формирования нуклеопротеиновых аддуктов повышался примерно в 1.5 раза. По-

лученные данные по фотоаффинной модификации фактора XPC-RAD23B ДНК-зондами, содер-

жащими объемные повреждения в обеих цепях, согласуются с результатами экспериментов по 

определению сродства этого белка к ДНК, содержащим кластерные повреждения (раздел 3.2.1).  

3.2.3. Определение температуры плавления модельных ДНК. 

Нарушение спаривания азотистых оснований и дестабилизация регулярной структуры 

ДНК, вызываемые присутствием объемных аддуктов, играют ключевую роль в процессе NER, в 

особенности, на стадии первичного узнавания повреждения фактором XPC-RAD23B. Влияние 

объемных повреждений ДНК, расположенных одиночно или в составе кластера, на термоста-

бильность ДНК-дуплекса, было оценено методом термической денатурации с оптической реги-

страцией сигнала. Модельные 16-звенные ДНК содержали одиночное повреждение Fab(5)-dC 

или nAnt, или два объемных повреждения в обеих цепях ДНК-дуплекса с различным взаимным 

расположением (ДНК Fab(5)-dC/nFlu-3,0,+4 и nAnt/nFlu-3,0,+4). Структуры ДНК-дуплексов приве-

дены в таблице 4. Полученные значения температур плавления ДНК-дуплексов представлены в 

таблице 9, дифференциальные кривые плавления модельных ДНК – на рис. 13. 
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Таблица 9. Температуры плавления ДНК-дуплексов. 

. 

Различие в температурах плавления (∆Tm) Fab(5)-dC/um и немодифицированного ДНК-

дуплекса составило 2.5°С. Полученная разница в температурах плавления относительно невы-

сока: снижение температуры плавления ДНК-дуплекса, индуцированное присутствием повре-

ждения Fab(5)-dC, в несколько раз ниже по сравнению с ранее проанализированными модель-

ными повреждениями nAnt и nFlu, расположенными в той же нуклеотидной последовательно-

сти – 11.8±0.1 и 7.6±0.2°С соответственно [90]. Типичные повреждения, удаляемые системой 

NER – аддукты B[а]P, расположенные в центральном положении 11-звенного ДНК-дуплекса, 

снижают его температуру плавления на 13-20°C [236], а моно- и диаддукты производного ами-

нофлуорена, помещенные в 16-звенные ДНК– на 4-13°С в зависимости от окружающей нук-

леотидной последовательности [8,273]. 

Рис. 13. Оценка термостабильности ДНК-дуплексов, содержащих кластерные повреждения, 

методом термической денатурации с оптической регистрацией сигнала. Образцы содержали 

2.5 мкМ ДНК в 10 мМ какодилате натрия, pH 7.2. 

Известно, что уровень локальной дестабилизации ДНК-дуплекса, индуцированной объем-

ным повреждением, также как и эффективность процесса NER, значительно зависит от нуклео-

тидной последовательности, окружающей повреждение ДНК [8,273]. Для ряда субстратов NER 

Название  

ДНК-дуплекса (16 п.о.) 
Температура плавления ДНК-дуплекса, °С 

ДНК um 68.2 ± 0.1 

Fab(5)-dC/um 65.7 ± 0.2 

Fab(5)-dC/nFlu-3 55.6 ± 0.2 

Fab(5)-dC/nFlu0 54.9 ± 0.1 

Fab(5)-dC/nFlu+4 58 ± 0.3 

nAnt/um 59.6 ± 0.2 [90] 

nAnt/nFlu-3…+4 ‒ 
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показано существование положительной корреляции между уровнем дестабилизации ДНК-дуп-

лекса, индуцируемой повреждением, и эффективностью его распознавания фактором ХРС-

RAD23B а также эффективностью эксцизии, катализируемой системой NER [87]. Однако, ∆ Tm 

не всегда оказывается пропорциональна эффективности эксцизии повреждения из ДНК системой 

NER [8,90]. Например, несмотря на то, что повреждение Fap-dC снижает Tm ДНК-дуплекса на 

8.1±0.2°С и эффективно распознается фактором XPC-RAD23B в составе ДНК, оно является не-

репарируемым в процессе NER [90]. Представляло интерес проведение сравнительной оценки 

эффективности эксцизии фрагментов ДНК, содержащих повреждения Fab(5)-dC, nAnt и Flu, ком-

плексом белков системы NER. 

Далее были оценены значения ∆Tm для ДНК-дуплексов, содержащих кластерные повре-

ждения. ДНК-дуплексы, содержащие в цепи 1 вставку nAnt, а в комплементарной цепи – nFlu в 

позициях -3, 0 и +4 (16-nAnt/nFlu-3…+4) стабильных ДНК-дуплексов в условиях эксперимента не 

формировали, что указывает на высокий уровень дестабилизации их структуры. Введение 

вставки nFlu в комплементарную цепь Fab(5)-dC-содержащего ДНК-дуплекса снижало его тем-

пературу плавления на 10.2-13.3°С в зависимости от взаимного расположения повреждений. По-

явление в ДНК-дуплексе такого ненуклеотидного повреждения ДНК как nAnt или nFlu приводит 

к заведомому нарушению канонического спаривания оснований по меньшей мере в одной нук-

леотидной паре. Ожидаемо, два ненуклеотидных модельных повреждения (nAnt и nFlu), распо-

ложенные в комплементарных цепях ДНК, индуцировали более значительную дестабилизации 

структуры ДНК-дуплекса, чем ненуклеотидное и нуклеотидное повреждение (Fab(5)-dC и nFlu). 

Таким образом, для ДНК-дуплекса, содержащего одиночное модельное повреждение 

Fab(5)-dC, характерен в целом более низкий уровень локальной дестабилизации, чем для ранее 

проанализированных ДНК, содержащих ненуклеотидные модельные повреждения, и для некото-

рых типичных субстратов NER. ДНК-дуплексы, содержащие Fab(5)-dC и nFlu в обеих цепях ха-

рактеризуются значительно более низким уровнем термостабильности по сравнению с ДНК 

Fab(5)-dC/um. Взаимное расположение повреждений Fab(5)-dC и nFlu в составе кластера не ока-

зывает значительного влияния на уровени термостабильности ДНК-дуплексов. 

3.2.4. Оценка эффективности эксцизии повреждения ДНК системой NER в присутствии в 

комплементарной цепи ДНК-дуплекса второго объемного повреждения.  

Следующей задачей была оценка эффективности эксцизии повреждений из ДНК-дуплек-

сов, обе цепи которых содержат объемные аддукты, системой NER. В данной серии эксперимен-

тов было использовано три модельных объемных повреждения: Fab(5)-dC, nAnt и nFlu. Каждое 

из этих повреждений при одиночном расположении эффективно удаляется системой NER из про-

тяженных ДНК-дуплексов [186,274]. Были созданы ДНК, содержащие Fab(5)-dC или nAnt в цепи 
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1, и второе объемное повреждение ДНК, вставку nFlu, в положениях -20, -10, -3, 0, +4 или +8 

комплементарной ей цепи 2. Структуры модельных ДНК (137 п.о.) приведены в таблице 3. 

Мы показали, что ряд проанализированных ДНК, содержащих две близко расположенные 

объемные модификации в составе кластерного повреждения, становятся практически нерепари-

руемыми в процессе NER (рис. 14).  

 

Рис. 14. (А), (Б). Радиоавтографы ПААГ (10%) после разделения продуктов реакции NER in vitro. 

20 нМ nAnt- (А) или Fab(5)-dC-содержащая (Б) модельная ДНК (137 п.о.), 3.5 мг/мл белков экс-

тракта печени кролика, 500 нМ специфическая матрица в 1×NER-буфере (45 мин при 30°С). 

Длины ОДН, использованных в качестве маркеров, указаны слева. (В). Относительные эффек-

тивности эксцизии Fab(5)-dC- и nAnt- содержащих фрагментов из состава ДНК-дуплексов. Эф-

фективность эксцизии Fab(5)-dC-содержащего фрагмента из ДНК Fab(5)-dC/um была принята за 

единицу. 

 

Уровень катализируемой системой NER эксцизии nAnt- и Fab(5)-dC-содержащих фраг-

ментов из 137-звенных ДНК, содержащих два повреждения, расположенных на расстоянии до 4 

нт (ДНК nAnt/nFlu-3…+4 и Fab(5)-dC/nFlu-3…+4), был очень низким – менее 5-10% от уровня эксци-

зии из ДНК nAnt/um и Fab(5)-dC/um соответственно (рис. 14). При расположении в более уда-

ленных позициях цепи 2 (-20, -10 или +8) повреждение nFlu по-разному влияло на эффективность 

эксцизии фрагментов ДНК, содержащих nAnt или Fab(5)-dC, системой NER. Уровень эксцизии 

Fab(5)-dC-содержащего фрагмента из цепи 1 значительно повышался при увеличении расстояния 
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между объемными повреждениями ДНК: эксцизия повреждения Fab(5)-dC из ДНК Fab(5)-dC/um 

и Fab(5)-dC/nFlu-20,-10,+8 происходила одинаково эффективно. При этом эффективность эксцизии 

nAnt-содержащих фрагментов из ДНК, несущих два повреждения, разделенных 8-20 п.о. (ДНК 

nAnt/nFlu-20,-10,+8), не превышала 20% от эффективности эксцизии из ДНК nAnt/um системой 

NER. 

Повышенное сродство фактора XPC-RAD23B к ДНК-дуплексам, содержащим две объем-

ные модификации (раздел 3.2.1, таблица 8), и свойственная им пониженная термостабильность 

(раздел 3.2.3, таблица 9) указывают на наличие в ДНК Fab(5)-dC/nFlu и nAnt/nFlu участков де-

стабилизации. Также об их наличии свидетельствует показанная с помощью метода фотоаффин-

ной модификации более высокая эффективность взаимодействия ДНК-зондов Fab(5)-dC/nFlu+4 и 

Fab(5)-dC/nFlu–3 с рекомбинантным белковым комплексом ХРС-RAD23B по сравнению с ДНК 

Fab(5)-dC/um (раздел 3.2.2, рис. 12). Для исследованных ДНК-дуплексов, содержащих объемные 

повреждения Fab(5)-dC и nFlu или nAnt и nFlu в обеих цепях, в большинстве случаев наблюда-

лась обратная зависимость между сродством фактора XPC к данным ДНК и эффективностью 

эксцизии повреждения цепи 1 системой NER. Комплексы, образованные белком ХРС с ДНК, 

оказывались непродуктивными и не приводили к эксцизии Fab(5)-dC и nAnt из состава кластер-

ного повреждения ДНК. 

Повышенная термическая стабильность модифицированного ДНК-дуплекса может быть 

ассоциирована с подавленной эксцизией повреждения ДНК, катализируемой системой NER 

[7,86]. Например, несмотря на то, что наличие в ДНК-дуплексе объемного аддукта-производного 

B[a]P, как правило, снижает его термическую стабильность [236], при помещении данного по-

вреждения в определенную неканоническую последовательность ДНК (замене комплементар-

ного основания напротив аддукта B[a]P на AP-сайт или на сайт делеции) термостабильность та-

кого ДНК-дуплекса может оказаться повышенной по сравнению немодифицированной ДНК. В 

результате при распознании такого повреждения фактором XPC процессы «выворачивания» ос-

нований из спирали ДНК, а также инсерции β-шпильки XPC оказываются затруднены, а эксцизия 

B[a]P-содержащего фрагмента системой NER – подавленной [7]. Таким образом, при замене нук-

леотида, расположенного напротив аддукта B[a]P-dG, на АР-сайт повышенная стабильность при-

легающих участков ДНК снижает эффективность его эксцизии. Однако, в работе [8] продемон-

стрирован противоположный пример – при репарации ДНК, содержащих моно- и ди-аддукты 

ацетаминофлуорена показана обратная зависимость между уровнем термостабильности ДНК-

дуплекса, который менялся в зависимости от типа удаляемого повреждения ДНК и окружающей 

нуклеотидной последовательности, и эффективностью процесса NER. 
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В данном исследовании значения термостабильности ДНК-дуплексов, содержащих кла-

стерные повреждения, находились в обратной корреляции с эффективностью процесса NER. Из-

вестно, что детали структурной организации ДНК-субстратов, в частности, то, как участки де-

стабилизации расположены относительно повреждения ДНК, оказывают существенное влияние 

на эффективность их эксцизии из ДНК системой NER [7,8,90]. Термодинамические свойства по-

врежденного участка ДНК в свою очередь зависят от химической структуры повреждения (вклю-

чая его стереохимию, топологию и физический размер), а также от окружающей последователь-

ности ДНК [76,230]. Структура модельных повреждений влияет на такие характеристики как 

протяженность и расположение участков ДНК с ослабленной или, напротив, стабилизированной 

структурой в ДНК-дуплексе. Для объяснения картины подавления репарации необходимо обра-

титься к данным, полученным методом моделирования молекулярной динамики ДНК. Особен-

ностью исследуемых нами модельных повреждений ДНК nAnt и nFlu является их ненуклеотид-

ная природа. Появление каждого из них в ДНК приводит к появлению как минимум одной пары 

звеньев, в которой заведомо отсутствуют классические комплементарные взаимодействия. При 

этом данные повреждения специфически распознаются и подвергаются эксцизии, катализируе-

мой системой NER. Выполненный в работе [90] анализ структурных основ распознавания подоб-

ных повреждений ДНК сиcтемой NER с привлечением компьютерного моделирования показал, 

что наличие в структуре повреждения подвижного протяженного спейсера позволяет объемной 

группировке контактировать с прилегающими к повреждению участками ДНК. Мы предпола-

гаем, что появление дополнительных участков дестабилизации в ДНК-дуплексе, индуцирован-

ных присутствием объемных повреждений в обеих его цепях, затрудняет правильную ориента-

цию фактора ХРС на ДНК, что приводит к подавлению эксцизии повреждений системой NER. 

Мы показали, что эффективно распознаваемые объемные повреждения, присутствующие 

в обеих цепях ДНК и находящиеся на небольшом удалении друг от друга (в данном случае – в 

пределах одного витка спирали ДНК), создают препятствия для работы системы NER, причем 

величина интервала, в пределах которого наблюдается подавление эксцизии, зависит от струк-

туры удаляемого объемного повреждения ДНК. Для ряда проанализированных кластерных мо-

дельных ДНК выявлена обратная корреляция между способностью к распознаванию поврежден-

ного участка ДНК фактором ХРС-RAD23B и эффективностью эксцизии поврежденного фраг-

мента, катализируемой системой NER. Повышенное сродство фактора XPC к ДНК-дуплексам, 

содержащим две объемные модификации, и свойственная им пониженная термостабильность 

указывают на наличие в ДНК Fab(5)-dC/nFlu и nAnt/nFlu дестабилизированных участков. Появ-

ление таких участков в ДНК-дуплексах может быть обусловлено наличием в структуре исполь-

зованных модельных повреждений подвижных протяженных спейсеров, позволяющих объем-
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ным группировкам контактировать с прилегающими к повреждению участками ДНК, что приво-

дит к неправильной ориентации фактора ХРС на ДНК-субстрате. В результате этого комплексы, 

которые белок ХРС образует с ДНК, содержащими кластерные повреждения, оказываются не-

продуктивными и не приводят к эксцизии объемного повреждения ДНК системой NER. 

3.3. Исследование свойств ДНК-дуплексов, содержащих объемную вставку и аналог АР-

сайта в составе кластерного повреждения, как субстратов системы NER. 

3.3.1. Оценка сродства фактора XPC-RAD23B к ДНК-дуплексам, содержащим объемную 

вставку и аналог АР-сайта в составе кластерного повреждения. 

Характеризацию свойств модельных ДНК, содержащих кластерное повреждение, состоя-

щее из объемной ненуклеотидной вставки nFlu и аналога АР-сайта – DEG, начали с определения 

сродства к ним фактора ХРС-RAD23B, инициирующего процесс NER. Значения сродства опре-

деляли с использованием метода, основанного на измерении анизотропии флуоресценции. Ани-

зотропией флуоресценции называют явление, заключающееся в различной интенсивности света, 

испускаемого флуорофором вдоль различных осей поляризации. Измерение анизотропии флуо-

ресценции позволяет детектировать связывание белков и их диссоциацию из комплексов с флу-

оресцентно меченой ДНК в реальном времени и ранее использовалось для исследования взаимо-

действия белков репарации с аналогами субстрата NER [116,275,276]. 

ДНК, используемые для этих экспериментов, содержали флуоресцентную репортерную 

группировку (FAM), находящуюся на 5'-конце одной из цепей ДНК-дуплекса. Схемы с располо-

жением модельных повреждений в ДНК представлены в таблице 3. 

Полученные данные были использованы для расчета величин EC50. Расчеты проводились 

с учетом концентрации активного белка, определенной по методике, описанной ранее [244]. Уве-

личение концентрации белка не изменяло интенсивность флуоресценции, что упростило после-

дующие вычисления. Значения EC50 для комплексов фактора ХРС с модельными ДНК представ-

лены в таблице 10.  
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Таблица 10. Значения EC50 для комплексов фактора ХРС-RAD23B с ДНК, содержащими объем-

ное ненуклеотидное повреждение и аналог АР-сайта в составе кластера. 

Появление в немодифицированном ДНК-дуплексе одиночного повреждения (nFlu или 

DEG) довольно значительно повышало сродство к нему фактора XPC-RAD23B: примерно в 2.3 

раза для ДНК nFlu/um и в 1.4 раза – для ДНК DEG/um. Значения EC50 для комплексов белка ХРС 

с ДНК, содержащими кластерные повреждения, менялись в диапазоне 1.7-3.1 нМ (таблица 10). 

Эффективность распознавания фактором XPC-RAD23B модельных ДНК, содержащих поврежде-

ния в составе кластера, варьировала в зависимости от их взаимного расположения, однако значи-

тельных изменений ни для одной структуры выявлено не было. В ряду кластерных модельных 

ДНК увеличение сродства фактора ХРС-RAD23B было более значительным при расположении 

DEG напротив nFlu (в 1.9 раз выше, чем к ДНК, содержащей одиночную вставку nFlu), или его 

смещении на 4-6 нуклеотидов в «+ сторону» – к 5'-концу цепи 2 ДНК-дуплекса. По мере отдале-

ния позиции DEG от позиции nFlu сродство фактора XPC к ДНК nFlu/DEG приближалось к зна-

чению для ДНК nFlu/um. Кривые титрования некоторых ДНК гетеродимером XPC-RAD23B 

представлены на рис. 15 как зависимости относительных значений анизотропии от концентрации 

белка. 

Обозначение ДНК-дуплекса 

(54 п.о., 5'-FAM меченый) 

Значения EC50 для комплексов белка XPC с ДНК, нМ 

(по измерению анизотропии флуоресценции) 

nFlu/um 3.2±0.3 

nFlu/DEG-20 3.1±0.3 

nFlu/DEG-10 3.0±0.4 

nFlu/DEG-6 2.7±0.4 

nFlu/DEG-3 2.2±0.3 

nFlu/DEG0 1.7±0.2 

nFlu/DEG+4 2.0±0.2 

nFlu/DEG+6 2.1±0.2 

nFlu/DEG+8 3.0±0.3 

DEG/um 4.6±0.4 

ДНК um 7.4±0.8 
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Рис. 15. Кривые титрования связывания гетеродимера XPC-RAD23B с ДНК-дуплексами (5 нМ) 

nFlu/um, ДНК DEG/um, ДНК nFlu/DEG0 и ДНК um. Концентрации белка приведены с учетом его 

ДНК-связывающей активности. 

Процесс узнавания фактором XPC участков с нарушенной структурой ДНК-дуплекса не 

включает непосредственного контакта белка-сенсора с повреждением ДНК, однако структурные 

и стереохимические свойства повреждений могут влиять на продуктивность образующихся ком-

плексов [230]. Распределение локальных участков дестабилизации в ДНК-дуплексах, содержа-

щих кластерные повреждения,  зависит от типа и расположения повреждений в его структуре и 

определяет различия в величинах сродства к ним фактора ХРС-RAD23B. В целом, закономер-

ность, выявленная для серии ДНК nFlu/DEG, близка к той, что наблюдалась для ДНК, содержа-

щих кластеры, состоящие из двух объемных повреждений, в которых ароматические цикличе-

ские группировки связаны с остовом линкерными фрагментами (раздел 3.2.1).  
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3.3.2. Определение величин изгиба оси ДНК-дуплексов, содержащих аналог АР-сайта 

(DEG) и объемное повреждение (nFlu). 

Следующей задачей была оценка величин углов изгиба осей ДНК-дуплексов, содержащих 

nFlu или DEG для получения информации о структурных особенностях исследуемых ДНК-дуп-

лексов. Фактор XPC-RAD23B, осуществляющий первичное узнавание повреждения ДНК, чув-

ствителен к нарушениям регулярной структуры двойной спирали и предпочтительно взаимодей-

ствует участками дц ДНК, содержащими локальные искажения [55,84]. К таким искажениям от-

носятся ослабленные или нарушенные водородные связи, изгибы спирали ДНК, вывернутые ос-

нования в неповрежденной цепи ДНК [68,87]. Присутствие в составе ДНК-дуплекса объемных 

повреждений, АР-сайтов, нуклеотидов без комплементарной пары (выпетливаний), мисматчей и 

ОЦР вносит в структуру ДНК-дуплекса структурные искажения, которые могут приводить к фор-

мированию постоянного изгиба двойной спирали ДНК на этом Для ряда объемных модификаций 

ДНК, химиотерапевтических агентов – производных цисплатина, было обнаружено наличие кор-

реляции между степенью дестабилизации ДНК-дуплекса и степенью отклонения его структуры 

от линейной формы [277,278], похожая зависимость была обнаружена и для ряда ненуклеотид-

ных модификаций ДНК [279]. 

 

Рис. 16. (А). Формула, по которой были определены величины углов изгибов оси ДНК-дуп-

лексов, где µмодиф. и µнемодиф. – электрофоретические подвижности дуплексов при электрофо-

резе в неденатурирующем 10%-ном ПААГ при 4°С. (Б). Радиоавтограф ПААГ (10%) после 

разделения 16-звенных ДНК um (дорожка 1), ДНК nFlu/um (дорожка 2) и ДНК DEG/um (до-

рожка 3). 
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Мы показали, что угол изгиба оси ДНК-дуплекса, содержащего одиночную вставку на ос-

нове фосфодиэфира диэтиленгликоля, DEG, составляет 173° (рис. 16Б, таблица 11). Угол изгиба 

ДНК в районе повреждения определяли по формуле, приведенной на рис. 16А [280]. Ранее в ра-

боте [271] было показано, что одиночная вставка DEG индуцирует изгиб ДНК-дуплекса в 160°. 

Известно, что величина угла изгиба ДНК-дуплекса, индуцированного различными модификаци-

ями ДНК, значительно варьирует в зависимости от окружающей нуклеотидной последователь-

ности [281,282]. Разница в полученных значениях может быть связана с различиями как в окру-

жающем ДНК-контексте, так и в методике проведения эксперимента. Угол изгиба, индуцирован-

ный введением в ДНК-дуплекс повреждения nFlu, эффективно репарируемого системой NER 

[186], составляет 165°. Согласно литературным данным, такие значения углов изгиба спирали в 

целом характерны для ДНК-дуплексов, содержащих репарируемые системой NER объемные ад-

дукты: повреждения, вызванные УФ-излучением [283], аддукты производных цисплатина [284] 

и бенз-[a]пирена [227]. 

Таблица 11. Углы изгибов оси ДНК-дуплексов, индуцированные повреждением. 

Поскольку оба проанализированных повреждения индуцируют изгибание оси ДНК-дуп-

лекса, в случае их расположения в составе двухцепочечного кластера возможен компенсирую-

щий эффект двух этих модификаций, приводящий к уменьшению угла изгиба дуплекса. Пред-

ставляла интерес оценка величины угла изгиба оси кластерного ДНК-дуплекса, а также опреде-

ление того, с какой эффективностью объемная вставка nFlu и DEG, расположенные как оди-

ночно, так и в составе кластерного повреждения ДНК, будут процессироваться белками репара-

ции систем NER. 

3.3.3. Оценка эффективности инцизии AP-сайта, расположенного в составе кластерного по-

вреждения ДНК с объемной вставкой nFlu, ферментом APE1. 

В контексте данной работы представляла интерес сравнительная оценка эффективности 

инцизии цепи ДНК-дуплекса, содержащей АР-сайт, ферментом APE1 при наличии в различных 

положениях комплементарной цепи объемного повреждения nFlu. Остаток фосфодиэфира диэти-

ленгликоля, DEG, является аналогом АР-сайта – повреждения ДНК, которое расщепляется в 

клетке под действием АРЕ1 в процессе удаления по механизму BER. Согласно общепринятой 

точке зрения, при одновременном удалении повреждений в составе кластера, располагающихся 

Название ДНК-дуплекса (16 п.о.) Угол изгиба, ° 

nFlu/um 165 ± 2 

DEG/um 173 ± 2 
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в противоположных цепях ДНК-дуплекса, значительно повышается риск образования двухцепо-

чечных разрывов ДНК, которые являются потенциально летальными для клетки [14,16,159]. Од-

нако в работе [160] показано, что основная часть кластерных повреждений ДНК не конвертиру-

ются в ДЦР в клетках млекопитающих, что может указывать на существование механизмов, поз-

воляющих избежать накопления опасных интермедиатов репарации. Считается, что при репара-

ции кластерных повреждений ДНК, состоящих из объемного аддукта и АР-сайта, наиболее бла-

гоприятным сценарием для клетки является их последовательное удаление: сначала системой 

BER осуществляется процессинг АР-сайта, затем происходит эксцизия объемного повреждения 

ДНК системой NER [7,203,285,286]. Как правило, инцизия одиночного АР-сайта по механизму 

BER происходит быстрее, чем эксцизия объемного повреждения системой NER [7]. 

В данной работе были созданы модельные ДНК-дуплексы, в состав которых входила 

вставка nFlu и АР-сайт с различным взаимным расположением данных повреждений: ДНК 

АР/um, АР/nFlu-3, АР/nFlu0 и АР/nFlu+4 (таблица 5). Значительной разницы между ДНК АР/um, 

АР/nFlu0 и АР/nFlu+4 в эффективности инцизии содержащих АР-сайт цепей ДНК, катализируе-

мого ферментом АРЕ1, не наблюдалось (рис. 17): 

 

Рис. 17. (А). Радиоавтографы ПААГ (20%) после разделения продуктов инцизии ДНК, катализи-

руемого АРЕ1. Реакционные смеси, содержащие 10 нМ ДНК, 2 нМ APE1 и буферные компо-

ненты, инкубировали в течение 1-10 мин при температуре 37°С. Контрольную реакционную 

смесь, не содержащую APE1 (дорожка 13), инкубировали в течение 10 мин. Длины ОДН, исполь-

зованных в качестве маркеров, указаны справа. (Б). Зависимость эффективности инцизии содер-

жащих АР-сайт цепей ДНК, катализируемой АРЕ1, от расположения вставки nFlu в ДНК. 
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При 5 минутах инкубации АРЕ1 с субстратом расщепленным оказывалось от 54% (ДНК 

АР/um) до 70% (ДНК АР/nFlu-3) цепей ДНК, содержащих АР-сайт. Инцизия АР-сайта в ДНК 

АР/nFlu+4 происходила менее эффективно (41% при 5 мин инкубации с АРЕ1) по сравнению с 

другими ДНК-дуплексами (рис. 17). Таким образом, в изучаемых нами кластерных структурах 

процесс BER может быть инициирован и АР-сайт – конвертирован в ОЦР. 

Проведенное ранее исследование репарации модельных ДНК, содержащих аналог АР-

сайта (THF) и цис- или транс-стереоизомер производного B[a]P-dG в составе двухцепочечного 

кластерного повреждения (рис. 8Б), показало, что активность системы NER полностью подавля-

ется при замене канонического основания dC напротив аддукта B[a]P-dG на АР-сайт [7]. Эндо-

нуклеаза APE1 сохраняет способность к осуществлению инцизии AР-сайта при наличии B[a]P-

dG аддукта в комплементарной цепи, однако ее эффективность может снижаться в зависимости 

от конформации аддукта B[a]P-dG и от взаимного расположения данных повреждений ДНК 

[21,225]. AP-сайты, расположенные прямо напротив модифицированного dG или смещенные в 

5'-направлении, гидролизуются APE1 с эффективностью, умеренно меньшей, чем одиночно рас-

положенный AP-сайт, тогда как AP-сайты, смещенные в 3'-направлении – значительно менее эф-

фективно [21]. Похожий эффект был обнаружен при репарации множественных АР-сайтов 

[155,287,288]: эффективность инцизии AP-сайта АРЕ1 значительно снижалась в присутствии в 

противоположной цепи ДНК-дуплекса второго АР-сайта либо ОЦР, смещенного в 3'-направле-

нии относительно «первого» АР-сайта [155]. Однако при расположении напротив АР-сайта дру-

гих окислительных повреждений ДНК выраженного подавления его инцизии, катализируемой 

АРЕ1, выявлено не было [155]. Согласно результатам моделирования молекулярной динамики 

процесса взаимодействия фермента APE1 человека с ДНК, содержащей АР-сайт в составе кла-

стерного повреждения, дестабилизация ДНК-дуплекса, индуцированная специфическим взаимо-

действием повреждений в данном участке дц ДНК, значительно уменьшает активность эндо-

нуклеазы АРЕ1 [21,288]. 

Мы показали, что АР-сайты, расположенные с объемной вставкой nFlu в составе двухце-

почечного кластерного повреждения ДНК в пределах 4 п.о., эффективно подвергаются инцизии 

ферментом АРЕ1. Таким образом, процессинг АР-сайта, входящего в состав кластерного повре-

ждения ДНК соответствующей структуры, по механизму BER может быть инициирован. 
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3.3.4. Определение эффективности эксцизии объемного повреждения ДНК системой NER 

при наличии в комплементарной цепи ДНК-дуплекса аналога АР-сайта. 

Целью следующего эксперимента было изучение влияния присутствия в противополож-

ной цепи ДНК-дуплекса вставки на основе DEG на эффективность эксцизии объемного повре-

ждения nFlu системой NER. Структуры модельных повреждений ДНК представлены на рис. 10, 

их расположение в модельных ДНК приведено в таблице 3. 

Показано, что в присутствии вставки на основе DEG в позициях -3, 0, +4 комплементарной 

цепи ДНК-дуплекса эксцизия повреждения nFlu системой NER полностью подавлена (рис. 18), а 

в позициях +6 и -6 – снижена на 50-60% по сравнению с уровнем эксцизии nFlu из ДНК nFlu/um 

(рис. 18А, В). 

 

Рис. 18. (А). Радиоавтограф ПААГ (10%) после разделения продуктов реакции NER in vitro. 

Реакционные смеси, содержащие 20 нМ ДНК nFlu/DEG (137 п.о.), 1.2 мг/мл белков экстракта 

клеток CHO, 500 нМ матрицу в 1×NER-буфере инкубировали в течение 6 или 12 мин (Б) при 

30°С. Длины ОДН, использованных в качестве маркеров, указаны справа. (Б). Реакционные 

смеси, содержащие 20 нМ ДНК nFlu/DEG (137 п.о.), 1.2 мг/мл белков экстракта клеток CHO и 

специфическую матрицу в 1×NER-буфере инкубировали в течение 12 мин при 30°С. (В). От-

носительные эффективности эксцизии nFlu-содержащих фрагментов из ДНК-дуплексов. При 

расчетах эффективность эксцизии nFlu-содержащего фрагмента из ДНК nFlu/um, инкубиро-

ванной с белками экстракта клеток CHO в течение 12 мин, была принята за единицу. 
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Появление в немодифицированной цепи nFlu-содержащего ДНК-дуплекса вставки DEG, 

удаленной более чем на 6 нуклеотидных звеньев от nFlu (позиции -20, -10, +8 комплементарной 

цепи ДНК), практически не изменяло его свойства как субстрата NER: сродство фактора XPC-

RAD23B к этим ДНК (раздел 3.3.1, таблица 10) и эффективность эксцизии фрагмента ДНК, со-

держащего nFlu, были близки к значениям, характерным для ДНК nFlu/um. Выдерживание непо-

врежденной ДНК с белками клеточного экстракта не приводило к появлению специфических 

продуктов эксцизии, катализируемой системой NER (рис. 18Б). 

При этом сродство фактора ХРС к ряду ДНК, содержащих близко расположенные повре-

ждения nFlu и DEG в противоположных цепях ДНК-дуплекса (позиции DEG -6… + 6), во всех про-

анализированных случаях было в 1.2-1.9 раз выше по сравнению с ДНК nFlu/um (раздел 3.3.1, 

таблица 10) и находилось в обратной зависимости от эффективности эксцизии nFlu из таких кла-

стерных модельных ДНК (рис. 19). 

 

Рис. 19. Сравнение эффективности эксцизии, катализируемой системой NER, и сродства фактора 

XPC-RAD23B к поврежденным ДНК-дуплексам. За единицу был принят уровень эксцизии nFlu 

из ДНК nFlu/um (137 п.о.) при ее инкубации с белками клеточного экстракта СНО в течение 12 

мин, а также уровень сродства (значение, обратно пропорциональное величине EC50) фактора 

XPC-RAD23B к соответствующей 54-звенной ДНК. 

Таким образом, для проанализированных ДНК, содержащих разделенные менее 6 п.о по-

вреждения nFlu и DEG, большая стабильность комплексов белка XPC с модельными ДНК может 

быть ассоциирована с менее эффективной эксцизией повреждения nFlu системой NER. Ранее от-

сутствие прямой корреляции между уровнем сродства белка XPC к ДНК и эффективностью экс-

цизии объемного повреждения системой NER выявлено в ряде других работ при изучении 
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свойств ДНК с изолированными [90,229], а также кластерными повреждениями  [7,8,86]. Распо-

ложение DEG и nFlu в противоположных позициях ДНК-дуплекса, как и аналогичная локализа-

ция повреждений THF (аналога АР-сайта) и аддукта B[a]P, полностью подавляло эксцизию объ-

емного повреждения из ДНК [7,289]. Ранее мы показали (раздел 3.2), что для исследованной нами 

серии ДНК, содержащих кластерные объемные повреждения Fab(5)-dС, nAnt и nFlu, структура 

которых содержит протяженный спейсер, соединяющий объемную модификацию с ДНК, харак-

терна обратная корреляция между эффективностью их эксцизии системой NER и эффективно-

стью их связывания фактором XPC. Следует отметить, что по «дальности» эффективного влия-

ния присутствия на уровень эксцизии объемного повреждения nFlu из кластеров DEG был ближе 

к Fab(5)-dC, содержащему линкер с жесткой структурой, ограничивающей взаимодействия аро-

матической фторазидобензоильной группировки с азотистыми основаниями близко расположен-

ных нуклеотидов [289]. 

Полученные результаты указывают на то, что фактор ХРС формирует непродуктивные 

комплексы c ДНК, в которых повреждения nFlu и DEG, расположенные в составе двухцепочеч-

ного кластера, разделяет менее шести пар нуклеотидных звеньев. Согласно существующей мо-

дели, в процессе первичного узнавания фактор XPC не контактирует с повреждением непосред-

ственно, узнавая скорее нарушения регулярной структуры ДНК, приводящие к образованию так 

называемых флуктуирующих «одноцепочечных участков» (“single strand characters”) [55], однако 

структура повреждения также может влиять на продуктивность образующихся комплексов фак-

тора ХРС с ДНК [230]. 

При распознавании повреждения белок XPC взаимодействует с достаточно протяженным 

участком ДНК. Исследования кристаллической структуры комплекса белкового продукта дрож-

жевого ортолога гена XPС с ДНК, содержащей вызванное УФ-излучением повреждение, пока-

зало, что этот белок формирует продуктивные комплексы с ДНК с участием β-шпилек трех до-

менов: специфическая инсерция в ДНК шпильки BHD3 происходит в месте повреждения, с 3'-

стороны от повреждения с ДНК специфически взаимодействует шпилька BHD2, неспецифиче-

ское взаимодействие шпильки BHD1 с участком ДНК протяженностью примерно 10 нт происхо-

дит в области связывания трансглутаминазного домена белка ХРС [57,290]. 

Изменение структуры ДНК при появлении повреждения может препятствовать продук-

тивному связыванию фактора XPC. Низкая эффективность процесса NER, наблюдающаяся при 

расположении повреждения в определенном ДНК-контексте, может быть связана с увеличением 

локальной стабильности структуры ДНК за счет стэкинг-взаимодействий между повреждением 

и окружающими основаниями ДНК [7,81]. Ранее в работе [7] при исследовании свойств аддуктов 

B[а]P было продемонстрировано, что при отсутствии комплементарного звена напротив азоти-
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стого основания (в том числе АР-сайта напротив B[a]P) сильные стэкинг-взаимодействия арома-

тических колец объемного повреждения с основаниями соседних с поврежденным звеньев ДНК 

противоположной цепи могут мешать формированию комплекса белка ХРС с ДНК, препятствуя 

извлечению соседних оснований из спирали ДНК для взаимодействия с ароматическими остат-

ками белка, а также инсерции β-шпильки и «выворачиванию» из спирали повреждения, подавляя 

протекание процесса NER. Таким образом, повышенная стабильность прилегающих к объемному 

повреждению участков ДНК может приводить к уменьшению эффективности эксцизии повре-

ждения ДНК. Однако наличие комплементарного звена или основания в звене напротив объем-

ного повреждения не является абсолютно необходимым условием для успешной инициации про-

цесса NER, а степень подавления эксцизии зависит от структуры повреждения ДНК [76,81,86]. 

Мы предположили, что существование обратной корреляции между сродством фактора 

XPC-RAD23B к ДНК nFlu/DEG-6…+6 и эффективностью эксцизии из них nFlu связано с измене-

ниями в структуре ДНК-дуплексов, для выявления которых требовалось применение дополни-

тельных способов анализа их структуры. Выбранное в качестве дополнительной опции привле-

чение данных компьютерного моделирования помогло понять характер этих изменений [265]. 

На основании экспериментальных данных выбраны модельные ДНК, содержащие кла-

стерные повреждения, эффективность эксцизии nFlu системой NER из которых значительно раз-

личалась. Было проведено  моделирование МД (молекулярной динамики) ДНК-дуплексов, содер-

жащих nFlu как единственное повреждение (напротив nFlu располагалось азотистое основание 

dG) или в составе ДНК nFlu/DEG0 и ДНК nFlu/DEG+6 (напротив DEG располагался дезокситими-

дин), а также немодифицированного ДНК-дуплекса [265]. 

Согласно полученным результатам, проанализированные ДНК-дуплексы (54 п.о.) сохра-

няют В-форму на всем протяжении МД траектории за исключением участков, содержащих по-

вреждения. ДНК um не проявляет значимых особенностей структуры. Вдоль всей траектории 

наблюдается возможность изгиба оси в разных областях спирали ДНК, однако его величины и 

частота возникновения существенно ниже, чем у модифицированных ДНК-дуплексов (рис. 20А).  
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Рис. 20. Структуры ДНК-дуплексов с максимальным углом изгиба ДНК, наблюдаемые в МД 

траектории. (А). ДНК um. (Б). ДНК nFlu/um. (В). ДНК nFlu/DEG0. (Г). ДНК nFlu/DEG+6. 

При моделировании ДНК-дуплекса с одиночным объемным повреждением ДНК nFlu/um 

наблюдалась динамика возникновений/исчезновений изгиба в области повреждения на доста-

точно большой угол ~45° (рис. 20Б). Для области расположения модификации nFlu и соседних с 

ней оснований в ДНК-дуплексе nFlu/um, а также в ДНК nFlu/DEG0 характерна повышенная кон-

формационная подвижность. Кроме того, возможен выход dG, находящегося в комплементарной 

цепи напротив nFlu, из стэкинга с соседними парами оснований. Типичные варианты расположе-

ния остатка флуоресцеина в составе ДНК nFlu/um, наблюдающаяся вдоль МД траектории, при-

ведены на рис. 21. 

 

Рис. 21. Типичные варианты расположения остатка флуоресцеина в составе ДНК nFlu/um вдоль 

МД траектории. Цепь 1 обозначена красным цветом, цепь 2 - синим. 

Благодаря наличию в структуре nFlu гибкого линкера расположение флуоресцеинового 

фрагмента может быть различным. В основном Flu располагается в области большой бороздки, 

ненадолго перемещаясь в малую бороздку и ориентируясь в сторону 5'-конца содержащей nFlu 

цепи, однако некоторое время может находиться и в стороне от двойной спирали. Моделирование 

выявило возможность нарушения водородных связей в паре dG/dC, прилегающей к nFlu с 5'-сто-

роны. С изменением расположения флуоресцеинового фрагмента может меняться величина угла 
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изгиба оси спирали дц ДНК, индуцируемого присутствием повреждения. Ранее анализ структуры 

ДНК, содержащих повреждения Fap-dC, nAnt и Flu-dU, выполненный с применением компью-

терного моделирования, показал, что наличие подвижного протяженного линкера позволяет объ-

емной ароматической группировке контактировать с прилегающими к повреждению участками 

ДНК, изменяя их структуру и стабильность. Характер изменений (дестабилизирующий или ста-

билизирующий), а также расположение этих участков относительно повреждения ДНК, влияют 

на эффективность эксцизии повреждения системой NER [90]. Моделирование ДНК, содержащей 

nFlu в качестве единственного повреждения, показало, что наличие в структуре nFlu гибкого лин-

кера позволяет флуоресцеиновому фрагменту менять расположение на ДНК, образуя различные 

структуры, в том числе и оптимальные для формирования продуктивных комплексов с фактором 

XPC. Кроме того, сейчас мы с уверенностью можем полагать, что существенный вклад в эксци-

зию nFlu вносит этап его верификации, о чем свидетельствует высокое сродство геликазы XPD к 

ДНК, содержащей nFlu [251]. 

Согласно результатам моделирования, в ДНК nFlu/DEG0 на протяжении всей МД траек-

тории сохраняется стэкинг смежных с nFlu азотистых оснований, и двойная спираль в месте вве-

дения повреждения ДНК находится в «схлопнутом» состоянии. Кроме того, в ДНК nFlu/DEG0 

фрагмент флуоресцеина (nFlu) в течение небольшой части времени траектории (~30-50 нс из 500 

нс) взаимодействует с DEG на противоположной стороне спирали (Рис. 22Г). 

 

Рис. 22. Типичные варианты расположения остатка флуоресцеина в составе ДНК nFlu/DEG0 

вдоль МД траектории. Цепь 1 обозначена синим цветом, цепь 2 - красным. 

Такое расположение повреждений ДНК может стерически затруднять связывание фактора 

XPC c поврежденным участком ДНК. Также в ДНК nFlu/DEG0 присутствуют участки с высокой 

подвижностью цепей, удаленные от места введения вставки nFlu [265]. Эти области могут слу-

жить мишенями для связывания фактора XPC; таким образом, часть комплексов, образуемых 

фактором XPC с этой ДНК, может располагаться в участках, не содержащих nFlu. При этом об-

разуются как продуктивные (в месте введения nFlu) и «потенциально продуктивные» комплексы 

(с 5 стороны от повреждения), так и заведомо непродуктивные комплексы – при расположении 
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белка XPC с 3 от nFlu [84,90]. Мы предполагаем, что «схлопнутое» состояние двойной спирали 

в месте введения повреждения в сочетании с возможностью образования непродуктивных ком-

плексов XPC-ДНК с удаленными от места введения nFlu участками молекулами, и прямого вза-

имодействия между повреждениями, образующими кластер, приводят к полному подавлению 

эксцизии nFlu из ДНК nFlu/DEG0. 

В дуплексе ДНК nFlu/DEG+6 остаток флуоресцеина расположен в малой бороздке и ори-

ентирован в сторону 5'-конца цепи 1, при этом имеет две типичные ориентации – либо всеми 

тремя циклами ориентирован к основаниям в малой бороздке (рис. 23A), либо часть циклов об-

ращена наружу (рис. 23Б, В, Г). Такое положение может быть дополнительно стабилизировано 

водородными связями внутри линкера, связывающего Flu с остовом цепи ДНК, или водородными 

связями, которые этот линкер образует с ДНК. Конформация ДНК в области введения nFlu (по-

зиции «-2» – «+2») сохраняется. ДНК nFlu/DEG+6 характеризуется довольно умеренной величи-

ной угла изгиба, что объясняется компенсирующим действием повреждений, расположенных в 

комплементарных цепях дуплекса, каждая из которых способна перегибать ДНК [90,289,291] 

(3.3.2, таблица 11). 

Наблюдаемая более низкая конформационная подвижность, характерная для ДНК 

nFlu/DEG+6, может указывать на присутствие в данном ДНК-дуплексе области с повышенной 

стабильностью и жесткостью структуры [265]. Эти структурные особенности могут препятство-

вать раскрытию ДНК фактором ХРС и снижать вероятность образования продуктивных комплек-

сов XPC-ДНК, и, как следствие, эффективность эксцизии, катализируемой системой NER [7,86]. 

 
Рис. 23. Типичные варианты расположения остатка флуоресцеина в составе ДНК nFlu/DEG+6 

вдоль МД траектории. Цепь 1 обозначена синим цветом, цепь 2 - красным. 
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Таким образом, на примере расположенных в обеих цепях кластерных повреждений ДНК, 

сконструированных с использованием nFlu и DEG, мы показали, что появление такого окисли-

тельного повреждения, как AP-сайт в пределах одного витка спирали ДНК создает препятствия 

для работы системы NER. Фактор XPC проявляет повышенное сродство к ДНК, содержащим 

близко расположенные повреждения в составе кластера, за счет дополнительных искажений в их 

регулярной структуре. Мы предположили, что устойчивость к эксцизии по механизму NER по-

вреждения nFlu, расположенного в составе кластерного повреждения с аналогом AP-сайта, воз-

никает из-за специфических структурных особенностей поврежденного участка ДНК, препят-

ствующих его продуктивному распознаванию фактором XPC-RAD23B. Неспецифическое связы-

вание фактора XPC с соседними областями дц ДНК и возможность взаимодействия между по-

вреждениями в составе кластера дополнительно затрудняет образование продуктивного для NER 

комплекса белка XPC с областью, содержащей объемное повреждение. Таким образом, взаимо-

действие фактора XPC-RAD23B с ДНК, содержащими кластерные повреждения, является клю-

чевым этапом, определяющим сниженную эффективность эксцизии объемного повреждения из 

их структуры системой NER. Полученные результаты позволяют лучше понять структурные ос-

новы наблюдаемого подавления процесса NER при репарации кластерных повреждений ДНК. 

Одновременная эксцизия повреждений, образующих двухцепочечный кластер, может 

приводить к образованию в ДНК ДЦР [16,17,157–159]. На примере кластерных повреждений 

ДНК, состоящих из объемного аддукта nFlu и аналога АР-сайта, расположенных в пределах 4 

п.о., мы показали, что АР-сайт расщепляется ферментом АРЕ1 достаточно эффективно (раздел 

3.3.3), в то время как эксцизия объемного повреждения комплексом белков системы NER из таких 

структур затруднена. Можно предположить, что такой механизм удаления повреждений имеет 

адаптивное значение, поскольку позволяет избежать одновременной инициации процессов репа-

рации по путям NER и BER, таким образом, снижает риск образования ДЦР в клеточной ДНК. 
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3.4. Исследование взаимодействия комплекса субъединиц XPD-p44 фактора TFIIH с 

ДНК, несущими модельные повреждения. 

3.4.1. Сравнительная оценка эффективности эксцизии фотоактивируемых модельных по-

вреждений ДНК системой NER. 

Для того, чтобы исследовать взаимодействие комплекса субъединиц XPD-p44 фактора 

TFIIH, осуществляющего стадию верификации повреждения ДНК в процессе NER, c фотоакти-

вируемыми повреждениями, требовался ряд модельных повреждений с известными эффективно-

стями эксцизии из ДНК-дуплекса системой NER. В данной работе впервые оценена эффектив-

ность эксцизии модифицированных пиримидиновых нуклеотидов, несущих объемные фотоакти-

вируемые фрагменты, – Fab(5)-dC, Fab(g)-dC и Fap-dU системой NER из линейной протяженной 

дц ДНК. Ранее было показано, что ненуклеотидные синтетические объемные повреждения nAnt 

и nFlu эффективно подвергаются эксцизии в процессе NER [186]. 

Мы использовали ДНК nAnt/um и nFlu/um в качестве положительного контроля для 

оценки эффективности эксцизии фотоактивируемых модельных повреждений из ДНК-дуплек-

сов. В качестве отрицательного контроля была использована ДНК (137 п.о.), не содержащая мо-

дификаций. Была создана серия 137-звенных ДНК, содержащих объемные повреждения Fab(5)-

dC, Fab(g)-dC, nAnt, nFlu или Fap-dU. Структуры использованных модифицированных нуклеоти-

дов представлены на рис. 10. Эффективность эксцизии повреждений из полученных ДНК систе-

мой NER оценена методом постэксцизионного мечения [186]; модельные ДНК-дуплексы инку-

бировали с белками NER-компетентного экстракта клеток CHO (рис. 24). 

 

Рис. 24. (А). Радиоавтограф ПААГ (10%) после разделения продуктов реакции NER in vitro. 20 

нМ модельную ДНК (137 п.о.) Fab(5)-dC (дорожка 1), nAnt (дорожка 2), Fap-dU (дорожка 3), nFlu 

(дорожка 4) или Fab(g)-dC/um (дорожка 5) инкубировали с 2.3 мг/мл белками экстракта клеток 

CHO и 500 нМ специфической матрицей в 1хNER-буфере в течение 45 мин при 30°С. Длина 

ОДН, использованных в качестве маркеров, указана слева. (Б). Сравнение эффективности эксци-

зии поврежденных фрагментов ДНК системой NER. Эффективность эксцизии Fab(5)-dC-содер-

жащего фрагмента из ДНК Fab(5)-dC/um принята за единицу. 
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Количественная оценка уровней формирования продуктов эксцизии системой NER (рис. 

24А, Б) позволила расположить модельные ДНК в следующий ряд: ДНК um < Fap-dU/um < 

Fab(g)-dC/um < Fab(5)-dC/um ≈ nFlu/um < nAnt/um. Таким образом, эффективность эксцизии мо-

дельного повреждения Fab(5)-dC из ДНК была на 40-60% выше по сравнению с повреждениями 

Fab(g)-dC и Fap-dU; повреждение Fab(5)-dC подвергалось эксцизии с высокой эффективностью, 

близкой к эффективности эксцизии nAnt и nFlu системой NER. 

Сродство фактора XPC-RAD23B к ДНК уменьшалось в ряду: ДНК nFlu/um [292] > ДНК 

nAnt/um ДНК > Fab(5)-dC/um. Также для ДНК-дуплекса, содержащего Fab(5)-dC, характерен в 

целом более низкий уровень термостабильности [289], чем для ДНК, содержащих nAnt (раздел 

3.2.3, таблица 9) и nFlu [292], и для некоторых типичных субстратов NER 

[236][236][236][8,236,273]. Мы предположили, что сравнительно высокая эффективность эксци-

зии Fab(5)-dC может объясняться особенностями его химической структуры, которые обеспечи-

вают более эффективные контакты Fab(5)-dC с сенсорным карманом геликазы XPD и, соответ-

ственно, более эффективное прохождение стадии верификации повреждения в процессе NER, и 

далее проверили эту гипотезу. 

3.4.2. Определение величины изгиба оси ДНК-дуплекса, индуцированного модельным по-

вреждением Fab(5)-dC. 

Для того, чтобы исследовать структурные свойства ДНК-дуплекса, содержащего фотоак-

тивируемое модельное повреждение Fab(5)-dC, мы определили уровень индуцированного им 

угла изгиба оси ДНК-дуплекса. Проведено сравнение подвижностей 16-звенных Fab(5)-dC-со-

держащего и немодифицированного ДНК-дуплексов при помощи электрофореза в неденатури-

рующих условиях (рис. 25). 

  

Рис. 25. Радиоавтограф ПААГ (10%) после разделения ДНК-дуплексов Fab(5)-dC/um, 

nFlu/um и ДНК-дуплекса без модификаций. 
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Для наглядности мы также использовали ДНК, содержащую ненуклеотидную вставку 

nFlu – модельное повреждение, которое с высокой эффективностью подвергается эксцизии си-

стемой NER (раздел 3.4.1, рис. 24) и хорошо охарактеризовано [251,292]. Полученные значения 

углов изгиба для ДНК Fab(5)-dC/um и nFlu/um составили 168 ± 1 и 165 ± 2 соответственно (таб-

лица 12). 

Таблица 12. Углы изгибов ДНК-дуплексов, индуцированные повреждением. 

Название ДНК-дуплекса (16 п.о.) Угол изгиба, ° 

Fab(5)-dC/um 168 ± 1 

nFlu/um 165 ± 2 

Согласно литературным данным, для ДНК, содержащих производные B[a]P, угол изгиба 

ДНК составляет 141-167° и зависит от окружающей повреждение ДНК нуклеотидной последова-

тельности [227]. Для ДНК, содержащих такие синтетические модельные повреждения как nAnt и 

Flu-dU угол изгиба оси ДНК составляет 168 и 159° [90] соответственно. Таким образом, значения 

угла изгиба, полученные для ДНК Fab(5)-dC/um, находятся в пределах интервала значений, ха-

рактерных для субстратов NER [90,186,227]. Следует отметить, что для ДНК Fab(5)-dC/um и 

nFlu/um оказались очень близкими не только значения углов изгиба осей этих ДНК-дуплексов, 

но и эффективности эксцизии этих повреждений из ДНК в процессе NER (раздел 3.4.1, рис. 24). 

3.4.3. Оценка сродства геликазы XPD к ДНК, содержащим модифицированные нуклео-

тиды, несущие объемные группировки, методом торможения в геле. 

Следующая после первичного распознавания повреждения ДНК стадия NER – его вери-

фикация – осуществляется белковым комплексом TFIIH. Эта стадия обеспечивает проверку нали-

чия химической модификации в ДНК-субстрате [58]. Субъединица XPD фактора TFIIH, ключе-

вой участник этапа верификации повреждения ДНК, взаимодействует с участком поврежденной 

цепи ДНК-дуплекса, расположенным на расстоянии примерно 22 нуклеотида в 5'-направлении 

относительно повреждения (рис. 2). Затем геликаза XPD с использованием энергии ATP распле-

тает ДНК-дуплекс, продвигаясь по его поврежденной цепи в направлении 3'-конца [98,104]. Спе-

цифическое взаимодействие белка XPD с одной из «структурных» субъединиц TFIIH, p44, в не-

сколько раз стимулирует его геликазную активность [97,113,293–295]. Согласно наиболее рас-

пространенной модели, дальнейший контакт сенсорного кармана геликазы XPD с объемным по-

вреждением ДНК приводит к его «маркированию», существенному замедлению транслокации 

белка XPD по одноцепочечной ДНК и инициации сборки «предрасщепляющего» комплекса NER 

[296]. 
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Для исследования взаимодействия комплекса субъединиц XPD-р44 фактора TFIIH гриба 

Chaetomium thermophilum с различными модельными повреждениями ДНК были выбраны ме-

тоды торможения ДНК в геле, флуоресцентного титрования и фотоаффинной модификации. Для 

того, чтобы подобрать оптимальные условия для экспериментов по фотоаффинной модифика-

ции, мы предварительно исследовали связывание белка XPD с модифицированными и немоди-

фицированными оц и дц ДНК методом торможения в геле. Термофильный гриб Ct представляет 

собой перспективный инструмент для проведения биохимических исследований, поскольку яв-

ляется источником термостабильных эукариотических белков. Между генами белка XPD гриба 

Ct и человека имеется высокая степень гомологии, при этом рекомбинантные белки Ct могут 

быть получены в количествах, необходимых для проведения различных биохимических иссле-

дований [97,103]. 

Сродство геликазы XPD к оц ДНК (рис. 26, 27) оказалось значительно выше, чем к дц 

ДНК, что соответствует литературным данным [97,120,297]: при 200 нМ концентрации белка 

XPD в реакционной смеси процент оц ДНК, входящей в состав комплексов с белком XPD, со-

ставлял около 45%, для дцДНК это значение составляло только 5-10%.  

 

Рис. 26. Количественный анализ соотношения молекул модельных ДНК в комплексах с белком 

XPD и в несвязанной форме. 
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Рис. 27. Радиоавтограф ПААГ (6%) после разделения комплексов, образовавших в результате 

связывания белка 25-750 нМ XPD с 54-звенными ДНК дц Fab(g)-dC/um (А), ДНК um (Б), ДНК оц 

Fab(g)-dC (В) и оц ДНК um (Г). 

Различий в уровнях сродства белка XPD к модифицированной и немодифицированной оц 

ДНК с применением данного метода выявлено не было (рис. 26, 27). Сродство белка XPD к ДНК 

дц Fab(g)-dC/um (54 п.о.) было несколько выше (~10 % ДНК в комплексах с белком XPD при его 

концентрации 200 нМ), чем к немодифицированной дц ДНК той же последовательности (~5% 

ДНК в комплексах с белком XPD при 200 нМ). В работе [297] методом BLI (англ. “biolayer 

interferometry”, биослойная интерферометрия) было показано, что белок XPD проявляет значи-

тельно более высокое сродство к дц ДНК, содержащим в своей структуре неспаренный участок 

ДНК длиной 8 нт. Предположительно, различия в сродстве геликазы XPD к модифицированной 

и немодифицированной ДНК связаны с наличием небольших искажений в структуре ДНК-дуп-

лекса, индуцированных присутствием объемного повреждения., 
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Повышение концентрации белка XPD в реакционных смесях, содержащих и оц, и дц ДНК 

(таблица 6) приводило к появлению на радиоавтографах гелей комплексов с низкой электрофо-

ретической подвижностью (рис. 27, комплекс 2). Наиболее вероятной причиной их появления 

является формирование комплексов со стехиометрией 2:1, в которых с одной молекулой ДНК 

связаны две молекулы белка XPD. При взаимодействии с одноцепочечной ДНК комплекс 2 де-

тектируется уже при 100 нМ концентрации белка XPD (рис. 27В,Г). Поскольку сродство геликазы 

XPD к дц ДНК существенно ниже, интенсивная полоса, соответствующая комплексу с низкой 

электрофоретической подвижностью, появляется только при 500 нМ белка XPD (рис. 27А,Б). 

Мы показали, что сродство субъединицы XPD фактора TFIIH с оц ДНК значительно выше, 

чем с дц ДНК, что соответствует литературным данным. Сродство белка XPD к ДНК дц Fab(g)-

dC/um (54 п.о.) несколько выше, чем к немодифицированной дц ДНК той же последовательности, 

что указывает на специфическое связывание геликазы XPD с поврежденной ДНК. Полученные 

результаты далее были использованы для проведения экспериментов по фотоаффинной модифи-

кации белка XPD. 

3.4.4. Исследование эффективности комплексообразования субъединиц XPD-р44 фактора 

TFIIH с ДНК методом флуоресцентного титрования. 

Целью эксперимента было исследование взаимодействия субъединиц XPD и р44 фактора 

TFIIH с ДНК, содержащими фотоактивируемые модельные повреждения, эффективность эксци-

зии которых из протяженной дц ДНК системой NER значительно различается. В качестве таких 

модельных повреждений были выбраны модифицированные азотистые основания – Fab(5)-dC, 

Fab(g)-dC и Fap-dC. Характеристики взаимодействия димера XPD-p44 с модифицированными 

ДНК были определены посредством измерения анизотропии флуоресценции. Последовательно-

сти использованных оц ДНК (49 нт) приведены в таблице 6Б. Сродство комплекса XPD-p44 уве-

личивалось в ряду: ДНК um < ДНК Fap-dC < ДНК Fab(g)-dC << ДНК Fab(5)-dC (рис. 28). 

 

Рис. 28. Кривые титрования связывания димера XPD-p44 с ДНК (10 нМ). 
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Рассчитанные значения EC50 представлены в таблице 13. Таким образом, мы показали, 

что сродство комплекса субъединиц XPD-р44 фактора TFIIH к ДНК, содержащими фотоактиви-

руемые модельные повреждения, коррелировало с эффективностью эксцизии данных модельных 

повреждений из линейной протяженной дц ДНК по механизму NER (раздел 3.4.1, рис. 24). 

Таблица 13. Характеристики ДНК, содержащих фотоактивируемые модельные повреждения, как 

субстратов системы NER. 

Повреждение ДНК Fab(5)-dC Fab(g)-dC Fap-dC um 

Эффективность эксцизии, отн. ед. 1.0 ± 0.1 0.6 ± 0.1 
∽0.1 

[237,238] 
∽0 

EC50 (XPD-p44 с оц ДНК), нМ 109 ± 15 265 ± 34 316 ± 38 321 ± 46 

Эффективность аффинной модификации 

белка XPD фс ДНК-зондом при отсутствии 

ATP и белка р44, отн. ед. 

0.4 ± 0.0 1.0 ± 0.1 0.7 ± 0.1 – 

Увеличение уровня фотоаффинной модифи-

кации белка XPD фс ДНК-зондом при добав-

лении ATP (при отсутствии белка p44) 

в 3.2 ±1.8 

раз 

в 2.2 ± 0.4 

раз 

в 1.1 ± 0.4 

раз 
– 

 

3.4.5. Исследование взаимодействия субъединиц XPD и p44 фактора TFIIH с ДНК, несу-

щими фотоактивируемые модельные повреждения, методом фотоаффинной модификации. 

С применением метода фотоаффинной модификации проведено сравнение взаимодей-

ствия субъединиц XPD и p44 фактора TFIIH с ДНК-зондами, содержащими фотоактивируемые 

модельные повреждения Fab(5)-dC, Fab(g)-dC и Fap-dC. Характеристики фотоактивируемых мо-

дельных повреждений ДНК, использованных в эксперименте, приведены в таблице 13, последо-

вательности использованных ДНК-зондов (54/38 нт) – в таблице 6В. Ковалентные аддукты белка 

XPD с 54-звенными оц ДНК образовывались в три раза более эффективно, чем с дц ДНК (рис. 

29А). Этот результат был достаточно ожидаемым, поскольку более высокий уровень сродства, 

проявляемый геликазой XPD к одноцепочечной ДНК (раздел 3.4.3, рис. 26, 27), сопровождается 

более длительным временем пребывания на ней белка, то есть большей стабильностью образуе-

мых комплексов. 

При фотоаффинной модификации белкового комплекса XPD-p44 фс ДНК-зондами, содер-

жащими фотоактивируемое повреждение Fab(5)-dC, Fab(g)-dC или Fap-dC, были выявлены раз-

личия в его взаимодействии с модифицированными ДНК. фс ДНК содержали одноцепочечный 

фрагмент (5'-оц выступающий конец, 16 нт) и двухцепочечный фрагмент (38 п.о.), несущий фо-

тоактивируемое повреждение; [32P]-метка была введена по 5'-концу содержащей повреждение 

цепи ДНК. 
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В выбранных условиях белок XPD формировал мажорный аддукт с одинаковой электро-

форетической подвижностью со всеми фс зондами как при отсутствии, так и в присутствии ATP  

 

Рис. 29. (А), (Б). Радиоавтографы ПААГ после разделения продуктов фотоаффинной модифика-

ции белков XPD и р44 ДНК-зондами. Реакционные смеси содержали 200 нМ белки XPD и р44, 

100 нМ оц, дц или фс ДНК-зонды и 2.5 мM ATP в буфере (20 мМ HEPES pH 7.5, 50 мМ KCl, 5 

мM MgCl2, 1 мM TCEP). Реакционные смеси инкубировали при температуре 30°C в течение 15 

мин и затем облучали УФ-светом с длиной волны 312 нм (прибор BioLink BLX Vilber Lourmat, 

Франция) в течение 10 мин при интенсивности 1.5 Дж/(см2*мин). (В). Зависимость эффективно-

сти аффинной модификации белка XPD от типа ДНК-зонда и наличия / отсутствия ATP и белка 

p44 в реакционной смеси. Уровни мечения белка XPD при отсутствии ATP и белка р44 были 

приняты за единицу. 
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и белка p44 (рис. 29Б). При отсутствии белка р44 добавление ATP повышало уровень образования 

аддуктов геликазы XPD с ДНК: с фс Fab(5)-dC/um – приблизительно в 3.5 раза, фс Fab(g)-dC/um 

в 2.1 раз, в случае ДНК фс Fap-dC/um уровень модификации этого белка не повышался (рис. 29Б 

– левая панель: дорожки 2,3,8,9; правая панель – дорожки 2,3; В). Добавление АТР в реакционную 

смесь, содержащую комплекс XPD-р44, существенно стимулировало фотоаффинную модифика-

цию геликазы XPD с использованием ДНК фс Fap-dC/um (в 2.6 раза) и в меньшей степени – с 

использованием ДНК фс Fab(5)-dC/um и фс Fab(g)-dC/um – примерно в 2 раза (рис. 29Б – левая 

панель: дорожки 5,6,11,12; правая панель – дорожки 5,6; В). 

В отличие от нерепарируемого Fap-dC [258], повреждение Fab(5)-dC подвергается эксци-

зии комплексом белков NER со сравнительно высокой эффективностью, а Fab(g)-dC – с умеренно 

эффективно (раздел 3.4.1, рис. 24). Таким образом, уровень формирования аддуктов белка XPD с 

ДНК коррелировал с эффективностью эксцизии повреждения ДНК в процессе NER и зависел от 

присутствия ATP и белка-партнера – p44. Однако добавление в реакционную смесь белка p44, 

который примерно на порядок повышает геликазную активность белка XPD [97], делало разницу 

в уровнях мечения XPD Fab(5)-dC-, Fab(g)-dC- и Fap-dC-содержащими ДНК-зондами менее су-

щественной (рис. 29Б,В). 

Можно предположить, что значительное увеличение интенсивности модификации белка 

XPD с использованием фс Fab(5)-dC-содержащего ДНК-дуплекса, которое наблюдалось при до-

бавлении в реакционную смесь ATP (таблица 13, рис. 29Б,В), а также повышенное сродство, ко-

торое проявлял белковый комплекс XPD-p44 к оц ДНК, содержащей Fab(5)-dC (таблица 13), свя-

заны с более длительным контактом геликазы с этим фотоактивируемым повреждением ДНК, 

для которого характерна сравнительно высокая эффективность эксцизии в процессе NER. Лин-

керный фрагмент повреждения Fab(5)-dC, связывающий С5 азотистого основания с плоским фто-

разидобензоильным кольцом, содержит жесткий элемент – тройную связь (рис. 10). Возможно, 

такая химическая структура Fab(5)-dC обеспечивает его более эффективные контакты с сенсор-

ным карманом геликазы XPD по сравнению с повреждением Fab(g)-dC, обуславливая различия в 

эффективности их эксцизии системой NER.  

Белок р44 с высокой эффективностью формировал аддукты со всеми фотоактивируемыми 

фс ДНК. Стоит отметить, что в присутствии геликазы XPD и при отсутствии ATP белок p44 начи-

нал метиться немного менее эффективно (на 18-26%), что может быть результатом конкуренции 

с белком XPD за связывание с ДНК, но при одновременном добавлении ATP и белка XPD уровень 

его модификации повышался примерно в 2 раза, что было показано на разных фс ДНК-зондах 

(рис. 29Б, левая панель: дорожки 4-6, 10-12, правая панель: – дорожки 4-6). 
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Ранее считалось, что субъединица р44 фактора TFIIH выполняет лишь «структурную» 

функцию в распознавании повреждения ДНК, в то время как ключевую роль в процессе верифи-

кации повреждения играет геликаза XPD. Полученные нами данные указывают на возможность 

контакта субъединицы p44 с повреждением ДНК в процессе его верификации. Это предположе-

ние частично подтверждается недавно опубликованными данными [294] о специфичности взаи-

модействия гетеродимера р44-p62 с поврежденной ДНК, и будет предметом дальнейших иссле-

дований. 

Полученные данные указывают на то, что комплекс рекомбинантных белков гриба Ct – 

субъединиц XPD и p44 фактора TFIIH, участвующего в процессе NER на стадии верификации 

повреждения, селективно взаимодействует с объемными повреждениями ДНК. Эффективность 

взаимодействия комплекса XPD-p44 с ДНК, содержащими модельные объемные повреждения – 

звенья цитидина с фторазидобензоильной или фторхлоразидопиридильной группировками, кор-

релирует с эффективностью их эксцизии системой NER.  

Заключение 

Данная работа представляет собой систематическое экспериментальное исследование 

свойств ДНК, содержащих объемные повреждения в составе кластеров, как субстратов системы 

NER. Показано, что эффективность эксцизии объемного повреждения ДНК системой NER сни-

жается в присутствии в комплементарной цепи второго объемного повреждения либо аналога 

AP-сайта. Выявлены характерные для разных типов повреждений интервалы позиций противо-

положной цепи ДНК, при расположении в пределах которых дополнительного повреждения 

наблюдается подавление эксцизии, катализируемой системой NER. Установлено, что белковый 

фактор XPC-RAD23B, который осуществляет первичное распознавание повреждения в процессе 

общегеномной NER, напротив, обладает повышенным сродством к ДНК, содержащим кластер-

ные повреждения, по сравнению с ДНК, содержащей одиночное объемное повреждение. Оце-

нены изменения геометрии и термостабильности дц ДНК, вызванные присутствием в ДНК-дуп-

лексе кластерных повреждений.  

На основании экспериментальной оценки свойств ДНК, содержащих кластерные повре-

ждения, как субстратов системы NER, а также исследования их структур с применением компь-

ютерного моделирования предложена модель, согласно которой устойчивость к репарации объ-

емного повреждения (nFlu), расположенного в кластере с аналогом AP-сайта, возникает из-за 

«схлопнутого» состояния двойной спирали в месте введения объемного повреждения ДНК, а 

также возможности прямого взаимодействия между повреждениями, образующими кластер. Эта 

специфическая топология поврежденного участка ДНК в сочетании с возможностью образования 

непродуктивных комплексов XPC-ДНК с участками молекулы, удаленными от места введения 
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nFlu, препятствует ее продуктивному распознаванию фактором XPC-RAD23B и дальнейшему 

протеканию процесса эксцизии. 

Также в данной работе проанализировано взаимодействие рекомбинантных белков термо-

фильного гриба Ct, субъединиц XPD и p44 фактора TFIIH, осуществляющего верификацию по-

вреждений, с ДНК, содержащими репарируемые и нерепарируемые в процессе NER модельные 

повреждения – звенья цитидина с фторазидобензоильной или фторхлоразидопиридильной груп-

пировками. Показано, что эффективность эксцизии модифицированных звеньев цитидина систе-

мой NER из дц ДНК коррелирует с эффективностью взаимодействия белкового комплекса XPD-

p44 с ДНК, содержащими модельные повреждения. Полученные результаты подтверждают спо-

собность комплекса субъединиц XPD-p44 фактора TFIIH гриба Ct различать объемные повре-

ждения ДНК и указывают на то, что эффективность эксцизии данных модельных повреждений 

зависит от эффективности прохождения стадии верификации в процессе NER. 
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Выводы 

1. Эффективность эксцизии объемных повреждений ДНК системой эксцизионной репарации 

нуклеотидов (NER) в случае их расположения в составе группы повреждений, находящихся 

на противоположных цепях ДНК в пределах одного-двух витков спирали (двухцепочечного 

кластера), существенно снижена. Степень снижения эксцизии зависит от химической струк-

туры повреждений, образующих двухцепочечный кластер, и расстояния между ними в мо-

лекуле ДНК. 

2. Повышенное сродство фактора ХРС-RAD23B, инициирующего процесс общегеномной 

NER, к ДНК, содержащим объемные повреждения в составе двухцепочечного кластера, кор-

релирует со снижением эффективности их эксцизии системой NER. Устойчивость объем-

ного ненуклеотидного повреждения с флуоресценильным остатком (nFlu), расположенного 

в составе кластера со вставкой на основе фосфодиэфира диэтиленгликоля (аналогом апури-

нового/апиримидинового сайта), к эксцизии по механизму NER обусловлена специфической 

топологией поврежденного участка ДНК, которая препятствует его продуктивному распо-

знаванию фактором XPC-RAD23B. 

3. Комплекс субъединиц XPD-p44 фактора TFIIH, участвующего в процессе NER на стадии 

верификации повреждения, термофильного гриба Chaetomium thermophilum селективно вза-

имодействует с объемными повреждениями в ДНК. Эффективность взаимодействия ком-

плекса XPD-p44 с ДНК, содержащими модельные объемные повреждения – звенья цитидина 

с фторазидобензоильными или фторхлоразидопиридильными группировками, коррелирует 

с эффективностью их эксцизии системой NER. 
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Список сокращений и условных обозначений 

(d)ATP  (дезокси)аденозинтрифосфат; 

(d)CTP  (дезокси)цитидинтрифосфат;  

6-4PP   пиримидин-(6,4)-пиримидиновый димер; 

AAF-dG   аддукт N-ацетил-2-аминофлуорена с ДНК с гуанозином; 

ADP   аденозин-5'-пирофосфат; 

AFB(1)  афлатоксин В(1); 

B[a]P-dG  аддукт производного бенз[a]пирена с основанием гуанина; 

BER   эксцизионная репарация оснований; 

BHD    β-шпилечный домен (англ. “β-hairpin domain”); 

CHO   линия клеток яичника китайского хомячка (англ. “Chinese hamster ovary”); 

CPD   циклобутан-пиримидиновый димер; 

Ct   Chaetomium thermophilum; 

dC   дезоксицитидин; 

DEG   вставка на основе фосфодиэфира диэтиленгликоля; 

dG   дезоксигуанозин; 

dNTP   дезоксирибонуклеозидтрифосфат (dATP, dTTP, dGTP, dCTP или dUTP); 

DTT   дитиотреитол; 

EC50   полумаксимальная эффективная концентрация; 

FAAF-dG  флюориновое производное N-(2'-дезоксигуанозин-8-ила)-2-ацетамино-

флуорена; 

Fab(5)-dCMP  5-[3-(4-азидо-2,3,5,6-тетрафторбензамидо)пропоксипроп-1-инил]-2'-дез-

оксицитидин 3' фосфат; 

Fab(g)-dCMP  экзо-N-[(4-азидотетрафторбензилиденгидразинокарбонил)-бутилкарба-

моил]-2'-дезоксицитидин 3' фосфат; 

FAM   флуоресцеин; 

Fap-dCMP  экзо-N-[2-[N-(4-азидо-2,5-дифторо-3-хлорпиридин-6-ил)-3-амино-пропио-

нил]аминоэтил]-2'-дезоксицитидин 3' фосфат; 

Fap-dUMP  5-{N-[N-(4-азидо-2.5-дифтор-3-хлорпиридин-6-ил)-3-аминопропионил]-

транс-аминопропенил-1}-2'-дезоксиуридин 3' фосфат; 

GG-NER  система общегеномной NER (англ. “global genome NER”); 

HEPES  4-(2-гидроксиэтил)-1-пиперазинэтансульфоновая кислота; 
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MAT1   субъединица комплекса САК; 

nAnt   ненуклеотидный фрагмент модифицированной цепи ДНК, содержащий N-

[6-(9-антраценкарбамоил)гексаноил]-3-амино-1,2-пропандиол; 

NER   эксцизионная репарация нуклеотидов; 

nFlu   ненуклеотидный фрагмент модифицированной цепи ДНК, содержащий (N-

[6-(дипивалоил-5(6)-флуоресцеинилкарбамоил)гексаноил]-О1-(4,4'-диметокситритил)-О2-[(ди-

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

PBS   натрий-фосфатный буфер; 

PCNA   ядерный антиген пролиферирующих клеток; 

RFC   репликативный фактор C; 

RPA   репликативный белок А;  

SDS   додецилсульфат натрия; 

TCEP   трис(2-карбоксиэтил)фосфин; 

TC-NER  NER, сопряженная с транскрипцией (англ. “transcription-coupled NER”); 

Tm    температура плавления; 

UDG   урацил-ДНК-гликозилаза; 

XPA, XPB, XPC, белки, участвующие в NER  

XPG, XPF  (англ. “xeroderma pigmentosum type A, B, C, G, F complementing proteins”); 

XRCC1, ERCC1 белки-участники процесса репарации ДНК (англ. “X-ray repair cross-com-

plementing protein 1” и “excision repair cross complementing‐group 1”); 

APE1   апуриновая/апиримидиновая эндонуклеаза 1; 

AP-сайт  апуриновый/апиримидиновый сайт;  

АФК   активные формы кислорода; 

БСА    бычий сывороточный альбумин; 

ДНК    дезоксирибонуклеиновая кислота; 

ДНК um  немодифицированная ДНК; 

дц ДНК  двухцепочечная ДНК; 

ДЦР   двухцепочечный разрыв ДНК; 

ИИ   ионизирующее излучение;  

МД траектория молекулярно-динамическая траектория; 

нм   нанометр; 

нт   нуклеотид; 

ОДН   олигодезоксирибонуклеотид; 

оц ДНК  одноцепочечная ДНК; 

ОЦР   одноцепочечный разрыв ДНК; 
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п.о.   пара оснований; 

ПААГ   полиакриламидный гель; 

ПАУ   полициклические ароматические углеводороды; 

ПСА   персульфат аммония; 

САК   комплекс CDK-активирующей киназы; 

ТЕМЕД  тетраметилэтилендиамин; 

Трис   трис(гидроксиметил)аминометан; 

УФ   ультрафиолет; 

фс ДНК  ДНК-субстрат с удлиненным одноцепочечным 5'-концом одной из цепей 

(англ. “fs – fork substrate”); 

ЭДТА   этилендиаминтетрауксусная кислота. 
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Приложение 1. Все ОДН, использованные в работе. 

Список ОДН Последовательность 

ОДН-1 5’-tggacgatatcccgcaagaggcccggcagtaccggcataacc 

ОДН-2 5’-P-ttgttagatttcatacacggtgcctgactgcgttagcaatt 

ОДН-3 5'-ggcataggcttggttatgccggtac 

ОДН-4 5'-gtatgaaatctaacaatgcgctcat 

ОДН-5 5'-tggacgatatcccgcaagaggcccggcagtaccggcataaccaagcctatgcctacagcatccaggg 

ОДН-6 5'-gacggtgccgaggatgacgatgagcgcattgttagatttcatacacggtgcctgactgcgttagcaatt 

ОДН-7 5'-catcctcggcaccgtcaccctggatgctgtaggcatag 

ОДН-8 FAM-5’-aagcctatgcctacagc 

ОДН-9 5’-Р-ccgaggatgacgatgagcgca 

ОДН-10 5'-gtcatcctcggcaccgtcgccctggatgctgt 

ОДН-11 5’-aagcctatgcctacagc 

ОДН-12 5’-aagcctatgcctacagcatccaggg 

ОДН-13 5’-Р-gacggtgccgaggatgacgatgagcgca 

ОДН-14 5'-aattgctaacgcagtcaggcaccgtgtatgaaatctaacaa 

ОДН-15 5’-P-ggttatgccggtactgccgggcctcttgcgggatatcgtcca 

ОДН-16 5’-cgatgagcgcattgttagatttc 

ОДН-17 5'-agtaccggcataaccaagcctatgcc 

ОДН-18  5'-gggggctcggcaccgtcgccctggatgctgtagg-P 

ОДН-19 5’-ggggtcaggcaccgtgtatgaaatctaacaat-P 

ОДН-20 
5’-tgcgctcatcgtcatcctcggcaccgtcgccctggatg-3’ 

ОДН-21 
5’-tgcgctcatcgtcatcctcggcaccgtcDccctggatg-3’ 

ОДН-22 
5’-tgcgctcatcgtcatcctcggcDccgtcgccctggatg-3’ 

ОДН-23 5’-tgcgctcatcgtcatcctcggcaccgtcgccDtggatg-3’ 

um (54, цепь 1) 5'-aagcctatgcctacagcatccagggcgacggtgccgaggatgacgatgagcgca-3’ 

nFlu (54) 5'-aagcctatgcctacagcatccagggFgacggtgccgaggatgacgatgagcgca 

um (54, цепь 2) 5'-tgcgctcatcgtcatcctcggcaccgtcgccctggatgctgtaggcataggctt 

DEG-20 (54) 5’-tgcgctcatcgtcatcctcggcaccgtcgccctggatgctgtaggcatDggctt 

DEG-10 (54) 5’-tgcgctcatcgtcatcctcggcaccgtcgccctggatgDtgtaggcataggctt 

DEG-6 (54) 5’-tgcgctcatcgtcatcctcggcaccgtcgccctgDatgctgtaggcataggctt 

DEG-3 (54) 5’-tgcgctcatcgtcatcctcggcaccgtcgccDtggatgctgtaggcataggctt 

DEG0 (54) 5’-tgcgctcatcgtcatcctcggcacDgtcgccctggatgctgtaggcataggctt 

DEG+4 (54) 5’-tgcgctcatcgtcatcctcggcDccgtcgccctggatgctgtaggcataggctt 

DEG+6 (54) 5'-tgcgctcatcgtcatcctcgDcaccgtcgccctggatgctgtaggcataggctt 

DEG+8 (54) 5'-tgcgctcatcgtcatcctDggcaccgtcgccctggatgctgtaggcataggctt 
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DEG (54) 5'-aagcctatgcctacagcatccagggDgacggtgccgaggatgacgatgagcgca 

nFlu-20 (54) 5’-tgcgctcatcgtcatcctcggcaccgtcgccctggatgctgtaggcatFggctt 

nFlu-10 (54) 5’-tgcgctcatcgtcatcctcggcaccgtcgccctggatgFtgtaggcataggctt 

nFlu-6 (54) 5’-tgcgctcatcgtcatcctcggcaccgtcgccctgFatgctgtaggcataggctt 

nFlu-3 (54) 5’-tgcgctcatcgtcatcctcggcaccgtcgccFtggatgctgtaggcataggctt 

nFlu0 (54) 5’-tgcgctcatcgtcatcctcggcacFgtcgccctggatgctgtaggcataggctt 

nFlu+4 (54) 5’-tgcgctcatcgtcatcctcggcFccgtcgccctggatgctgtaggcataggctt 

nFlu+6 (54) 5'-tgcgctcatcgtcatcctcgFcaccgtcgccctggatgctgtaggcataggctt 

nFlu+8 (54) 5'-tgcgctcatcgtcatcctFggcaccgtcgccctggatgctgtaggcataggctt 

um (16, цепь 1) 5'-atccagggcgacggtg 

nAnt (16) 5'-atccagggAgacggtg 

Fab(5)-dC (16) 5'-atccagggCgacggtg 

nFlu (16) 5'-atccagggFgacggtg 

DEG (16) 5'-atccagggDgacggtg 

um (16, цепь 2) 5'-caccgtcgccctggat 

DEG-3 (16) 5'-caccgtcgccFtggat 

DEG0 (16) 5'-caccgtcFccctggat 

DEG+4 (16) 5'-cacFgtcaccctggat 

 

Обозначения в таблице: F – вставка nFlu, A – вставка nAnt, D – вставка DEG, «p» в структуре 

ОДН означает 5'- или 3'-концевой фосфат 


