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СПИСОК ИСПОЛЬЗУЕМЫХ СОКРАЩЕНИЙ 

[
35

S]Met – метионин, содержащий изотоп 
35

S  

2'-ОН-группа – гидроксильная группа при атоме углерода в положении 2’ в пентозном кольце 

нуклеозида 

40S и 60S –малая и большая субчастицы эукариотической рибосомы 

80S – эукариотическая рибосома 

8-oxo-G, 8oxoG – 8-оксогуанин  

ATP – аденозин-5'-трифосфат 

BER – Base Excision Repair, эксцизионная репарация ДНК  

CNBr – бромциан 

dRP – остаток дезоксирибозы-фосфата 

EDTA – этилендиаминтетрауксусная кислота 

EGTA – этиленгликоль-бис(β-аминоэтиловый эфир)-N,N,N',N'-тетрауксусная кислота 

E-участок рибосомы – участок связывания деацилированной тРНК пред ее выходом из 

рибосомы 

GMPPNP – гуанозин 5’-(-метилен-трифосфата, негидролизуемый аналог GTP 

GTP – гуанозин-5'-трифосфат 

HEK293T – трансфецируемая клеточная линия, полученная из эмбриональных почек человека 

(от англ. Human Embryonic Kidney 293) 

HEPES – 4-(2-гидроксиэтил)-1-пиперазинэтансульфоновая кислота 

HR – Homologous Recombination, гомологичная рекомбинация  

IPTG – изопропил-β-D-тиогалактопиранозида 

Kd – константа диссоциации  

MMR – Mismatch Repair, репарация неканонических пар оснований  

NAD – участки хроматина, ассоциированные с ядрышком (от англ. nucleolus-associated 

chromatin regions) 

NER – Nucleotide Excision Repair, эксцизионная репарация нуклеотидов  

NGD – No-Go Decay, No-go деградация  

NHEJ – Non Homologous Ends Joining, негомологичное соединение концов  

NRD – Non-functional rRNA decay, деградация нефункциональной рРНК 
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NTCB – 2-нитро-5-тиоцианобензойная кислота 

Phe-тРНК
Phe

 – тРНК
Phe

 с фенилаланином 

PMSF – фенилметилсульфонил фторид 

P-участок рибосомы – пептидил-тРНК связывающий участок рибосомы 

rec-uS3 – рекомбинантный риюбосомный белок uS3 человека 

RQC – Ribosome-based Quality Control, контроль качества, опосредованный рибосомами 

SDS – додецилсульфат натрия 

SDS-ПААГ – полиакриламидный гель, содержащий 0.1%-ный SDS 

THF – тетрагидрофуран 

TP40 – суммарный белок 40S рибосомных субчастиц 

uS3D – рибосомный белок uS3 дрозофилы 

uS3-р – фосфорилированный белок uS3 

аа – аминокислотные остатки 

АП-сайт – апурин-апиримидиновый сайт 

АП-ДНК – ДНК, содержащая АП-сайт 

А-участок рибосомы – аминоацил-тРНК связывающий участок рибосомы 

АФК – активные формы кислорода 

ВЭЖХ – высокоэффективная жидкостная хроматография 

ДНКаза – дезоксирибонуклеаза  

ДТТ – дитиотреитол 

дц-АП-ДНК – двуцепочечная АП-ДНК 

дц-ДНК – двуцепочечная ДНК 

кДНК – комплементарная ДНК 

KH-домен – K гомологичный домен (от англ. K homology domain) 

ЛРК – лизат ретикулоцитов кролика 

миРНК – микроРНК 

МНаза – микрококковая эндонуклеаза 

мРНК – матричная РНК 
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мтДНК – митохондриальная ДНК 

мякРНК – малая ядрышковая РНК 

мяРНК – малая ядерная РНК 

НК – нуклеиновая кислота 

нкРНК – некодирующая молекула РНК 

об/мин – оборотов в минуту  

ОЕ260 – оптические единицы при длине волны 260 нм) 

оц-АП-ДНК – одноцепочечная АП-ДНК 

оц-ДНК – одноцепочечная ДНК 

ПААГ – полиакриламидный гель 

рибо-GTP – GTP, у которого углерод в положении 2’ в пентозном кольце не содержит 

гидроксильных групп 

рРНК – рибосомная РНК 

Трис – трис(гидроксиметил)аминометана 

тРНК – транспортная РНК 

тРНКi
Met

 – инициаторная метиониновая тРНК  

тРНК
Phe

 – фенилаланиновая тРНК 

тРНК
Val

 – валиновая тРНК  

УФ-облучение – ультрафиолетовое облучение  

УФ-свет – ультрафиолетовый свет 

ssAP – оц-АП-ДНК 

dsAP – дц-АП-ДНК 
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ВВЕДЕНИЕ 

В настоящее время известно, что многие рибосомные белки не только участвуют 

в трансляции в качестве компонентов рибосомы, но также вовлечены в различные 

клеточные процессы, не связанные с формированием функционально компетентной 

структуры рибосомы (см., например, [1-3]). Экстрарибосомные или нетрансляционные 

функции рибосомных белков в этих процессах обычно связаны с их взаимодействиями с 

нуклеиновыми кислотами и/или другими белками. Такого рода функции называют также 

внерибосомными, поскольку подавляющее большинство рибосомных белков (за 

исключением эукариотических рибосомных белков RACK1 и L13a) выполняет их, 

будучи в изолированном состоянии, т.е. находясь вне рибосомы. 

Эволюционно консервативный рибосомный белок uS3 эукариот является одним 

из ключевых участников процесса трансляции, поскольку он принимает 

непосредственное участие в формировании мРНК-связывающего центра рибосомы и во 

взаимодействиях с факторами инициации трансляции. Одновременно белки семейства 

uS3 являются наиболее яркими представителями рибосомных белков с разнообразными 

внерибосомными функциями, большинство из которых связано с их взаимодействием с 

ДНК (для обзора см. [2-5]). Несмотря на то, что внерибосомные функции рибосомных 

белков являются предметом изучения уже более 20 лет, до сих пор появляются работы, 

открывающие новые, ранее неизвестные функции белков данного семейства [6, 7]. К 

наиболее давно известным и достаточно хорошо изученным неканоническим функциям 

эукариотических рибосомных белков семейства uS3 относится их участие в регуляции 

транскрипции генов, находящихся под контролем транскрипционного фактора NF-κB [8, 

9], а также способность участвовать в эксцизионной репарации повреждений в ДНК [10-

17]. Последнее проявляется, в частности, в наличии у них так называемой АП-лиазной 

активности – способности расщеплять ДНК по апурин-апиримидиновым (АП) сайтам, 

которые образуются в ДНК в результате действия активных форм кислорода при 

окислительном стрессе, а также спонтанно в отсутствие стресса. В этом плане оказался 

наиболее изученным рибосомный белок uS3 человека (см., например, [12, 17-19]); 

однако на момент начала настоящей работы многие аспекты участия этого белка в 

репарации ДНК оставались неясными. Например, было неизвестно, обладает ли uS3 

активностью ферментов репарации, будучи в составе 40S рибосомной субчастицы, и 

какие последовательности или структурные мотивы ДНК предпочтительно 

взаимодействуют с изолированным uS3. Кроме того, было не ясно, где и когда этот 

белок реально участвует в репарации в клетке и какой участок в нем отвечает за АП-

лиазную активность. Наконец, было не выяснено, может ли uS3 в составе 40S-субчастиц 
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взаимодействовать с АП-сайтами в мРНК и таким образом принимать участие в 

контроле качества мРНК в процессе трансляции. Понимание молекулярных механизмов 

функционирования систем, обеспечивающих стабильность генома, – репарации ДНК и 

контроля качества мРНК имеет фундаментальное значение, поскольку известно, что 

нарушения в этих системах являются причинами развития многих серьезных патологий. 

Так, нарушения в системах репарации ДНК приводят к таким патологиям, как рак и 

нейродегенеративные заболевания. Накопление поврежденных мРНК в клетках также 

связывают с развитием различных нейродегенеративных заболеваний, в первую очередь, 

болезней Альцгеймера, Паркинсона и Хантингтона. 

 

Цель данной работы – исследование функций рибосомного белка uS3 человека в 

составе зрелых цитоплазматических 40S субчастиц рибосом или ядерных пре-40S 

частиц и в свободном состоянии, связанных с его взаимодействиями с АП-сайтами в 

ДНК и мРНК, ассоциированными соответственно с процессами репарации ДНК и 

контроля качества мРНК. 

В ходе работы планировалось решить следующие задачи. 

1. Выяснить, способен ли белок uS3 в составе зрелых цитоплазматических 40S субчастиц 

или ядерных пре-40S субчастиц рибосом человека проявлять активность ферментов 

репарации ДНК, в частности взаимодействовать с АП-сайтами. 

2. Идентифицировать участки связывания рибосомного белка uS3 на геномной ДНК 

человека в составе хроматина с использованием метода ChIP-Seq на клетках HEK293. 

3. Определить аминокислотные остатки свободного рибосомного белка uS3, 

непосредственно участвующие в формировании АП-лиазного каталитического центра. 

4. Установить, способен ли белок uS3 в составе 40S субчастицы взаимодействовать с 

АП-сайтом в мРНК, связанной в рибосомном канале. 

5. Выяснить, может ли взаимодействие рибосомного белка uS3 с АП-сайтом в мРНК 

происходить непосредственно в процессе трансляции. 

 

Научная новизна и практическая ценность 

В настоящей работе впервые проведен анализ АП-лиазной активности белка uS3 

человека в свободном состоянии и в составе 40S рибосомных субчастиц по отношению к 

двуцепочечной (дц) и одноцепочечной (оц) ДНК, определены участки связывания uS3 на 

хроматине и установлены пептиды, участвующие во взаимодействии с АП-сайтами в ДНК 

или мРНК. Получены данные, указывающие на новую функцию uS3 в составе рибосомы – 

участие в контроле качества мРНК. 
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С использованием модельных ДНК, содержащих АП-сайты, показано, что 

изолированный рекомбинантный рибосомный белок uS3 (rec-uS3) расщепляет оц-ДНК по 

АП-сайту намного эффективнее, чем дц-ДНК, и что uS3 в составе зрелых 

цитоплазматических 40S субчастиц рибосом полностью лишен АП-лиазной активности. 

Обнаружено, что рибосомный белок uS3 в обеих формах способен сшиваться с АП-

сайтами в оц-ДНК, тогда как в сшивке с АП-сайтами в дц-ДНК может участвовать только 

rec-uS3. Установлен пептид белка uS3 в составе зрелых цитоплазматических 40S 

рибосомных субчастиц, сшивающийся с АП-сайтами в оц-ДНК,  и выявлено, что uS3 не 

сшивается с АП-сайтами, будучи в составе ядерных пре-40S частиц. С использованием 

метода, основанного на иммунопреципитации хроматина (ChIP) и 

высокопроизводительном секвенировании ДНК (Seq), примененного к клеткам HEK293, 

определены участки геномной ДНК, взаимодействующие с рибосомным белком uS3. 

Обнаружено, что эти участки находятся преимущественно в прицентромерных районах 

хроматина и в доменах, ассоциированных с ядрышком, где хроматин менее конденсирован 

и более доступен для ДНК-связывающих белков. Из результатов по связыванию rec-uS3 с 

различными модельными оц-ДНК, последовательности которых были выбраны на основе 

анализа данных ChIP-Seq, сделано заключение, что выбор белком uS3 участков для 

связывания в геномной ДНК определяется в основном не повышенным сродством к 

каким-либо последовательностям, а их физической доступностью. С использованием 

разработанного ранее в лаборатории подхода к установлению аминокислотных остатков 

белков, сшивающихся с аналогами мРНК, определен район rec-uS3, содержащий остаток, 

образующий ковалентную связь с АП-сайтом в оц-ДНК на стадии ее расщепления по 

этому сайту. Тем самым впервые получены данные об аминокислотных остатках 

изолированного рибосомного белка uS3, непосредственно участвующих в формировании 

его АП-лиазного центра. 

Обнаружено, что мРНК, содержащая АП-сайт, может посредством него сшиваться с 

пептидом 55-64 белка uS3, находящимся на внешней поверхности 40S субчастицы 

недалеко от участка входа мРНК в рибосомный канал. Показано, что такая сшивка может 

происходить непосредственно в процессе трансляции поврежденной мРНК в бесклеточной 

белоксинтезирующей системе, приводя к образованию трансляционного комплекса с 

ковалентно фиксированной на рибосоме мРНК. Известно, что трансляционные комплексы 

с мРНК, «застрявшей» на рибосоме, являются мишенями для пути No-Go Decay, 

предназначенного для их разборки и деградации поврежденных мРНК и 

«недосинтезированных» пептидов. Следовательно, полученные результаты указывают на 

существование неизвестного ранее молекулярного механизма, посредством которого 
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рибосомы участвуют в контроле качества мРНК, основанном на ковалентной фиксации 

мРНК на 40S субчастице за счет взаимодействия АП-сайта с белком uS3. 

Таким образом, результаты настоящего исследования значительно расширили 

знания о некаконических функциях рибосомного белка uS3 человека как в составе 

рибосомы, так и вне ее. Полученные в ходе исследования результаты могут иметь 

принципиальное значение для понимания молекулярных механизмов, лежащих в основе 

развития многих опасных патологий, связанных с нарушениями в процессах репарации 

повреждений ДНК и с накоплением поврежденных мРНК. 

 

Положения, выносимые на защиту  

1. Белок uS3 в составе зрелых цитоплазматических 40S субчастиц рибосом человека не 

обладает АП-лиазной активностью, но может сшиваться посредством своего пептида 

55-64 с АП-сайтом в оц-ДНК; такой сшивки не происходит, когда uS3 находится 

составе ядерных пре-40S частиц. 

2. АП-лиазная активность изолированного белка uS3 по отношению к оц-ДНК 

существенно выше, чем к дц-ДНК. При расщеплении АП-сайта uS3 образует 

ковалентные аддукты как с продуктом расщепления ДНК, так и, в меньшей степени, 

с нерасщепленной ДНК; это расщепление происходит с участием района 155-192 

белка uS3. 

3. В клеточном ядре изолированный белок uS3 взаимодействует преимущественно с 

прицентромерными районами хромосом и доменами хроматина, ассоциированными с 

ядрышком. 

4. Синтетические аналоги мРНК, фиксированные в канале рибосомы кодон-

антикодоновым взаимодействием с тРНК в Р-участке, способны сшиваться с 

пептидом 55-64 белка uS3 с помощью АП-сайта, находящегося вне рибосомы вблизи 

участка входа мРНК в канал. 

5. Синтетические аналоги мРНК, содержащие АП-сайт, могут сшиваться через этот 

сайт с пептидом 55-64 белка uS3 в процессе трансляции. Сшивка происходит, когда в 

ходе движения мРНК относительно рибосомы АП-сайт оказывается в наиболее 

благоприятном положении относительно этого пептида. 

 

Степень достоверности и апробация результатов 

По результатам работы опубликовано 5 статей в рецензируемых журналах, 

индексируемых в базах данных Web of Science и Scopus. Основные результаты работы 

были представлены на российских и международных конференциях: VII Российский 
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симпозиум «Белки и пептиды» (12-17 июля 2015 г., Новосибирск, Россия); 

международная конференция «Химическая биология-2016», посвященная 90-летнему 

юбилею академика Д.Г.Кнорре (24-29 июля 2016 г., Новосибирск, Россия); II 

Всероссийская конференция с международным участием «Высокопроизводительное 

секвенирование в геномике» (18-23 июня 2017 г., Новосибирск, Россия); международная 

научная конференция «XII чтения памяти академика Юрия Анатольевича Овчинникова» 

и VIII Российский симпозиум «Белки и пептиды» (18-22 сентября 2017 г., Москва, 

Россия); XVIII Всероссийский симпозиум «Структура и функции клеточного ядра» (16-

18 октября 2018 г., Санкт-Петербург, Россия), 44th FEBS Congress (6-11 July, 2019, 

Krakow, Poland); X Российский симпозиум «Белки и пептиды» (3-7 октября 2022 г., 

Сочи, Россия). 

 

Личный вклад автора 

Представленные в диссертационной работе результаты в основном получены 

лично автором. Выделение пре-40S субчастиц рибосом из ядер клеток HEK293T 

проведено в ЛСФР ИХБФМ СО РАН А.В. Ивановым. Пробоподготовка ChIP-Seq-

образцов для получения библиотек ДНК выполнена в ЛСФР А.В. Гопаненко. 

Приготовление библиотек ДНК с их последующим высокопроизводительным 

секвенированием и первичной обработкой данных проведено в ЦПК «Геномика» 

ИХБФМ СО РАН А.Е. Тупикиным и М.Р. Кабиловым; биоинформатический анализ 

данных выполнен М.Р. Кабиловым. 

 

Структура и объем диссертации 

Диссертация состоит из введения, обзора литературы, экспериментальной части, результатов и 

их обсуждения, заключения, выводов и списка цитированной литературы. Работа изложена на 

123 страницах, содержит 36 рисунков, 3 таблицы. Библиография включает 281 литературный 

источник. 
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ГЛАВА 1. УЧАСТИЕ РИБОСОМНЫХ БЕЛКОВ ЭУКАРИОТ В 

ПРОЦЕССАХ КОНТРОЛЯ КАЧЕСТВА НУКЛЕИНОВЫХ КИСЛОТ В 

КЛЕТКЕ (ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ) 

Центральная догма жизни на молекулярном уровне заключается в передаче генетической 

информации от ДНК к РНК и ее последующей реализации в виде полипептидных цепей белков, 

а также в самовоспроизведении ДНК. В течение всей жизни клетка претерпевает воздействие 

экзогенных и эндогенных факторов разного рода на процессы реализации и воспроизведения 

генетической информации. Различные виды ионизирующего излучения, УФ-свет, мутагенные 

химические вещества (например, активные электрофилы, такие как алкилирующие агенты) 

атакуют клетку извне; кроме того, активные формы кислорода, спонтанно образующиеся в 

клетке в результате внутриклеточных процессов и/или окислительного стресса, повреждают 

нуклеиновые кислоты [20]. В результате действия данных факторов под ударом оказывается 

правильность передачи генетической информации, что сказывается на нормальном 

функционировании клетки; накопление повреждений в нуклеиновых кислотах, в конечном 

счете, может приводить к гибели клетки [21, 22]. Здоровая клетка человека получает порядка 10 

тысяч повреждений в день [20, 21], и это только в ДНК. Подобно ДНК, РНК уязвима к 

химическим воздействиям из эндогенных и экзогенных источников. Учитывая центральную 

роль РНК во многих фундаментальных биологических процессах, включая трансляцию и 

сплайсинг, можно полагать, что повреждение ее звеньев оказывает пагубное влияние на 

протекание этих процессов. Есть данные, свидетельствующие о связи между повреждениями в 

РНК и нейродегенеративными расстройствами. Известно, что у пациентов с болезнью 

Альцгеймера в пораженной области мозга повреждено до 50% всей мРНК [23], в то время как в 

клетках лобных долей мозга здорового человека окислению подвергается только 2% мРНК [23, 

24]. Чтобы избежать негативного воздействия повреждений в нуклеиновых кислотах на жизнь 

клетки, у эукариот существуют определенные системы ответа. В случае повреждения ДНК в 

клетках эукариот активируются системы репарации ДНК, нацеленные на ее восстановление в 

неповрежденном виде. Изучению этих систем было посвящено огромное количество 

исследований, которые позволили к настоящему времени установить в деталях все стадии и 

особенности процессов репарации ДНК. Данные этих исследований освещены во множестве 

обзоров (см., например, [25, 26]), поэтому в настоящей главе процессы репарации ДНК 

рассмотрены кратко и только в общих чертах. Известно, что в репарации ДНК могут 

участвовать не только специализированные ферменты систем репарации, но и некоторые 

рибосомные белки, которые, будучи вне рибосомы, могут выполнять разные функции, не 

имеющие прямого отношения к трансляции (так называемые «внерибосомные функции») (см. 
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ссылки [1, 2, 4]). В данной главе освещены в основном те аспекты репарации ДНК, которые 

связаны с рибосомныеми белками.  

Что касается повреждений в РНК, то достаточно долго считали, что они не оказывают 

существенного влияния на жизнедеятельность организмов вследствие недолговечности жизни 

РНК в клетке. Однако несколько лет назад были получены данные о том, что в определенных 

тканях РНК могут сохраняться от нескольких часов до дней, что позволило предположить, что 

поврежденные РНК вредны для клетки, если их не удалить [27-29]. В клетках эукариот есть 

несколько путей контроля качества РНК, которые принципиально отличаются от систем 

контроля качества ДНК и осуществляются не в ядре (как в случае ДНК), а в цитоплазме, где 

преимущественно и функционирует РНК. Принципиальное отличие этих путей от систем 

репарации ДНК заключается в том, что они нацелены не на восстановление поврежденных 

РНК, а на их выявление и уничтожение. Центральным участником процессов контроля качества 

РНК является рибосома, и общим моментом всех этих процессов является разборка 

трансляционных комплексов, образованных на поврежденных мРНК, с последующей 

деградацией этих мРНК. К настоящему времени получен ряд данных о роли некоторых 

рибосомных белков в составе этих комплексов на определенных стадиях процессов контроля 

качества РНК, которые рассмотрены в главе 1. 

  

1.1. Типы повреждений нуклеиновых кислот 

Наиболее реакционноспособными центрами нуклеиновых кислот являются атомы 

кислорода и азота азотистых оснований, которые особенно чувствительны к определенным 

типам химического повреждения от таких источников, как активные формы кислорода (АФК), 

УФ-свет и алкилирующие агенты [25, 30-33]. В то же время, некоторые авторы не разделяют 

экзогенные и эндогенные АФК, учитывая, что они являются побочными продуктами аэробного 

дыхания и генерируются в клетках экзогенными источниками (химические вещества, 

ультрафиолетовое и ионизирующее излучение) [34-36]. Скорее всего, факторы эндогенного и 

экзогенного происхождения, повреждающие ДНК, могут оказывать свое генотоксическое 

действие на ДНК с использованием одного и того же механизма. Например, как ионизирующее 

излучение (внешний фактор), так и нормальное окислительное фосфорилирование генерируют 

АФК, которые могут повредить ДНК клетки [37]. Таким образом, большинство повреждений в 

НК происходит под действием АФК или, иными словами, под действием окислительного 

стресса [38,39]. Основным эндогенным источником АФК в клетке являются митохондрии. К 

настоящему времени установлено, что пероксисомы, микросомы и эндоплазматический 

ретикулум также способны продуцировать высокие уровни АФК [40-42]. Ключевым 
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компонентом АФК является супероксид-анион (О2•
-
), который образуется у эукариот в 

нормальных условиях в результате работы ферментов, связанных с клеточной мембраной и 

находящихся в цитоплазме [43]. Вследствие своей высокой реакционной способности он 

генерирует ряд других АФК, таких как гидроксильный радикал (OH•), пергидроксильный 

радикал (HO2•) и пероксид водорода H2O2 [44]. Считается, что основными источниками 

окислительного повреждения нуклеиновых кислот являются реакции с OH• [45]. Помимо этого, 

повреждения как ДНК, так и РНК вызывают H2O2 [46] и формы синглетного кислорода (
1
O2), 

которые образуются в результате травм или фотоокислительного стресса [47]. Гидроксильный 

радикал •OH реагирует с ДНК путем присоединения по двойным связям в основаниях ДНК (с 

образованием соответствующих аддуктов, см. рис. 1), либо путем отрыва атома водорода от 

метильной группы остатка тимина и каждой из связей CH остатка 2'-дезоксирибозы [48]. 

 

Рисунок 1. Схема присоединения гидроксильного радикала к двойной связи C5-C6 

пиримидинов с процентным выходом соответствующих продуктов [49]. 

Дальнейшие превращения этих интермедиатов определяются их свойствами. Так, 

аддукт, образующийся при присоединении радикала •C5-OH, является восстанавливающим, а 

•C6-OH – окисляющим [49], и соответственно превращения этих аддуктов зависят от наличия 

окислителей или восстановителей. В случае пуриновых остатков гидроксильный радикал 

атакует положения С2 [50], C4, C5 и C8 [51]. В конечном счете, окисление пиримидиновых и 

пуриновых остатков в ДНК приводят к образованию множества продуктов (рис. 2а), которые 

будут рассмотрены в следующем разделе. 
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Рисунок 2. Окислительные повреждения звеньев ДНК. (а) Примеры некоторых азотистых 

оснований ДНК, модифицированных в результате воздействия АФК и свободных радикалов. 

Зеленой рамкой выделены структуры, чаще всего встречающиеся/детектируемые в окисленной 

ДНК; красной – структуры, наименее распространенные в окисленной ДНК [25]. (б) 

Таутомерные формы апурин-апиримидинового (АП) сайта: фуранозная (слева) и альдегидная 

(справа). 

Одной из значимых модификаций азотистых оснований ДНК является алкилирование. В 

нормальных клеточных процессах метилирование ДНК с помощью метилтрансфераз может 

служить эпигенетической меткой, которая может передаваться по наследству в ходе клеточных 
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делений [52,53]. Метилтранферазы используют в качестве донора метильной группы чаще всего 

S-аденозилметионин, однако в определенных случаях в этом качестве могут выступать 

эндогенные нитрозированные соли желчных кислот, бетаин, холин, а также токсичные 

продукты внешней среды, в частности, из табачного дыма [25]. Примеры остатков 

метилированных оснований, образующихся в результате действия данных агентов, приведены 

на рисунке 3б. Самыми распространенными продуктами алкилирования в ДНК, генерируемыми 

экзогенными алкилирующими агентами, являются остатки O6-алкилгуанина и O4-алкилтимина, 

а также N7-алкилгуанина, N3-алкиладенина, N1-алкиладенина и N3-алкилцитозина [54]. Более 

того, частота встречаемости каждого типа аддуктов зависит от того, являются ли субстраты 

ДНК и РНК одноцепочечными или двуцепочечными [54]. Это связано с тем, что фрагменты 

оснований, участвующие в Уотсон-Криковском взаимодействии, менее подвержены 

модификации, нежели те же самые фрагменты, находящиеся в составе одноцепочечных 

участков ДНК или РНК [55]. 

Атомы кислорода гидроксильной группы остатков рибозы (в случае РНК) и 

фосфодиэфирного остова также уязвимы для химического повреждения [33], которое может 

привести к разрывам цепей НК [56]. АФК могут отщеплять водород от атомов углерода 

остатков дезоксирибозы, что приводит к одно- и двуцепочечным разрывам ДНК [57]. Разрывы 

цепи ДНК также могут возникать во время эксцизионной репарации окисленных оснований, 

коллапса репликационной вилки и в результате действия топоизомеразы [58]. Наличие в клетке 

ДНК с нерепарированными разрывами цепей может иметь пагубные последствия в виде 

полномасштабных перестроек в хромосомах и нестабильности генома, что, в конечном счете, 

может приводить к гибели клеток. 

 

1.1.1. Повреждения в ДНК 

К настоящему времени идентифицировано более 20 видов повреждений азотистых 

оснований под действием окислительного стресса (рис. 2а), но только часть из них хорошо 

изучена [59]. На данный момент самым изученным окислительным повреждением в ДНК 

считают остатки 8-оксо-7,8-дигидро-2-дезоксигуанозина (8-oxo-dG) [31, 59, 60] (на рис. 2а 

выделен зеленой рамкой); их же иногда относят и к самым часто 

встречающимся/детектируемым повреждениям в клетке [31, 60]. Другим распространенным 

повреждением ДНК, которое в некоторых исследованиях относят к наиболее частым, являются 

апурин-апиримидиновые (АП) сайты (рис. 2б) [39, 61]. Такие сайты могут возникать в 

результате спонтанного удаления остатков азотистых оснований [39]. Например, ДНК в клетке 

человека в обычных условиях может терять до 5000 остатков пуринов ежедневно [62, 63], а по 

некоторым данным даже больше [64]. Кроме того, АП-сайт является промежуточным 
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продуктом в процессе эксцизионной репарации ДНК (Base Excision Repair, BER, подробнее – 

см. раздел 1.1.3) [65], поэтому, с этой точки зрения, АП-сайты в ДНК должны возникать 

достаточно часто. Остатки 8-oxo-dG удаляются специфической ДНК-гликозилазой OGG1. Эти 

остатки, как и АП-сайты, являются короткоживущими интермедиатами (время их полужизни в 

клетке порядка нескольких минут) [66-68], поскольку удаление поврежденного основания 

гликозилазой и последующее расщепление ДНК АП-эндонуклеазой АРЕ1 являются 

быстропротекающими последовательными стадиями BER [66-68]. Менее распространенными 

продуктами окислительных повреждений оснований ДНК являются остатки тимингликоля [25] 

и 5-гидроксиурацила [31] (на рис. 2а выделены красной рамкой). Кроме повреждения 

оснований, в результате окислительного стресса могут возникать одно- или двуцепочечные 

разрывы цепи ДНК и замены остатков оснований [69, 70].  

К повреждению ДНК приводит не только окислительный стресс, но и УФ-свет, под 

действием которого в ДНК могут образовываться сшивки между основаниями одной цепи (рис. 

3а) или разных цепей ДНК, и, как уже упоминалось в предыдущем разделе, алкилирующие 

агенты, вызывающие модификацию остатков гетероциклических оснований (рис.3б). Самым 

распространенным спонтанным мутагенезом считается дезаминирование оснований, когда 

остатки цитозина, аденина, гуанина и 5-метилцитозина в ДНК теряют свою экзоциклическую 

аминогруппу, превращаясь в остатки урацила (U), гипоксантина, ксантина и тимина 

соответственно (рис. 3в) [25]. Наконец, в качестве повреждений ДНК можно рассматривать 

спонтанные ошибки во время репликации, связанные с неточным копированием матричной 

ДНК репликативными ДНК-полимеразами (вставки или делеции оснований, которые 

происходят с частотой от 10
-6

 до 10
-8

 на клетку в поколение) [71, 72]. 
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Рисунок 3. Типы повреждений остатков нуклеотидных оснований ДНК. (а) Самые 

распространенные продукты воздействия УФ-лучей на ДНК; (б) остатки метилированных 

оснований; (в) остатки дезаминированных оснований [25, 73]. 

Опасность модификации остатков нуклеотидных оснований в нуклеиновых кислотах в 

результате действия АФК и других агентов для функционирования клетки заключается в 

первую очередь в том, что она может существенно влиять на природу комплементарных 

взаимодействий, происходящих с их участием. Так, остаток 8-oxo-dG сохраняет свою 

способность образовывать комплементарную пару с остатком цитозина, но окисление остатка 

гуанина по C8 превращает акцептор водородной связи (N7) в донор водородной связи, и в 

результате остаток 8-oxo-dG, принимая син-конформацию, оказывается способным 

образовывать Хугстиновскую пару с остатком аденина (рис.4). 
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Рисунок 4. Уотсон-криковская пара остатков 8-oxo-dG с остатком цитидина (слева) и 

хугстиновская пара остатков 8-oxo-dG с остатком аденозина (справа) [74]. 

 

1.1.2. Повреждения в РНК 

Мир РНК включает широкий класс молекул с различными клеточными функциями, 

которые можно классифицировать как кодирующие и некодирующие РНК. К кодирующим 

молекулам относятся матричные РНК (мРНК), в то время как некодирующие молекулы 

(нкРНК) включают рибосомные РНК (рРНК), транспортные РНК (тРНК), микроРНК (миРНК), 

малые ядерные и ядрышковые РНК (мяРНК и мякРНК) и длинные некодирующие РНК 

(днкРНК). Очевидно, что наибольшее значение для жизни клетки и организма в целом могут 

иметь повреждения в мРНК, поскольку, в отличие от других видов РНК, ее функция 

определяется не пространственной структурой (которая зачастую может мало меняться при 

повреждениях РНК), а нуклеотидной последовательностью, правильность трансляции которой 

является основой жизни. Однако долгое время повреждения мРНК не вызывали большого 

интереса в связи с представлениями о ее недолговечности. Например, согласно данным [75] 

период полужизни мРНК, кодирующих гистоны, у млекопитающих варьирует от 10 до 40 

минут в зависимости от клеточного цикла. Однако, как уже упоминалось выше, в настоящее 

время установлено, что мРНК человека может сохраняться от нескольких часов до дней в 

определенных тканях [27-29]. От массы общей РНК в клетках мРНК составляет всего несколько 

процентов. Большая часть клеточной РНК включает стабильные тРНК (~15% в растущей клетке 

E.coli) и рРНК (~80% в растущей клетке E.coli), у которых период полужизни обычно больше, 

чем время удвоения клеток в культуре [76]. У млекопитающих период полужизни лежит в 

диапазоне от нескольких часов до дней для тРНК и нескольких дней для рРНК [77, 78]. 

Высокая стабильность рРНК и тРНК по сравнению с мРНК понятна: эти РНК защищены от 

деградации вследствие их прочных вторичных и третичных структур и связей с белками в 

составе рибосом и их трансляционных комплексов соответственно [76]. 

РНК уязвима к тем же химическим воздействиям, что и ДНК, при этом к настоящему 

времени получены данные, что РНК в гораздо большей степени подвержена окислительному 

стрессу и действию алкилирующих агентов, чем ДНК [29, 79-81]. Это неудивительно, 
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поскольку, во-первых, значительная часть последовательностей РНК, в отличие от ДНК, 

находится в одноцепочечном состоянии, в котором остатки азотистых оснований более 

доступны для химической модификации, чем в двуцепочечном [80, 82, 83]. Во-вторых, ядерная 

мембрана в эукариотических клетках также обеспечивает защиту от АФК, которые должны 

пройти через нее, прежде чем получить доступ к ДНК [29, 83]. В-третьих, считается, что 

расположение многих РНК в непосредственной близости к митохондриям в цитоплазме 

способствует окислительному повреждению пула РНК в клетке [84]. Наконец, размер пула 

рибонуклеотидов в сотни раз больше, чем дезоксирибонуклеотидов [85], поэтому 

рибонуклеотиды с большей вероятностью будут подвергаться модификациям, чем 

дезоксирибонуклеотиды. Подтверждением сказанного выше является целый ряд данных; так, 

было показано, что эпителиальные клетки легких человека накапливают 8-oxo-G до уровней, 

которые в 14-25 раз превышают уровни 8-oxo-dG при воздействии пероксида водорода [80]. 

Аналогично, УФ-свет индуцирует примерно в 7 раз более высокую степень окисления РНК по 

сравнению с ДНК в клетках фибробластов кожи человека, а действие гепатоканцерогена 2-

нитропропана приводит к значительно большему уровню окисления РНК, чем ДНК [86, 87]. 

Так же, как и в ДНК, самым распространенным повреждением в РНК считается 

окисление остатков гуанина по атому С8 с образованием 8-oxo-G [88, 89]. Накопление остатков 

окисленного гуанина в РНК, как и в ДНК, обусловлено низким потенциалом восстановления 

остатков гуанина по сравнению с  остальными основаниями [29, 41]. В нормальных 

физиологических условиях частота встречаемости 8-oxo-G в РНК составляет 1 на 10
5
 

немодифицированных остатков гуанина [90]. Это соотношение резко возрастает (в 10 раз), при 

умеренном окислительном стрессе, например, в условиях воспаления [90, 91]. Наличие в РНК 

остатков 8-oxo-G серьезно нарушает декодирование в процессе трансляции (подробнее об этом 

– в разделах 1.1.4 и 1.4) [28, 92]. Вероятно, с этим также связано то, что значительно 

повышенный уровень окисленной мРНК наблюдается при многих нейродегенеративных 

заболеваниях. Например, в клетках коры лобных долей головного мозга, подверженного 

болезни Альцгеймера, окислению может подвергаться до 30–70% мРНК [23], в то время как в 

тех же клетках здорового человека соответствующего возраста окислению подвергается только 

2% мРНК [23, 24]. Интересно, что степень повреждения зависит от природы конкретной мРНК, 

и даже различные области в транскрипте могут различаться по своей уязвимости к действию 

повреждающих агентов [24, 93, 94]. Было высказано предположение, что эти различия 

обусловлены специфическими факторами – природой последовательности и вторичной 

структуры РНК, защитой определенных участков РНК за счет связывания белков и пр. [29, 95]. 

Поскольку интерес к изучению повреждений в РНК появился намного позже, чем в 

ДНК, информации о разнообразии повреждений в РНК к настоящему времени накоплено 
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немного. Кроме остатков 8-oxo-G, в РНК встречаются АП-сайты, как и в ДНК. Они могут 

возникать не только при действии АФК, но и в результате различных процессов, не связанных с 

окислительным стрессом. Так, АП-сайты могут возникать после гидролиза лабильной N-

гликозидной связи в некоторых минорных основаниях (например, в остатке вайбутозина в 

тРНК
Phe

) [96], а также при восстановлении остатка 7-метилгуанозина (7mG) боргидридом, 

сопровождающемся высвобождением 7mG [97]. Давно известен сайт специфической 

апуринизации остатка аденина в так называемой сарцин-рициновой петле 28S рРНК в 

эукариотических рибосомах под действием алкалоидов сарцина или рицина [98]. При этом 

частота встречаемости АП-сайтов в РНК в разных тканях человека (первичные фибробласты 

кожи, B-клетки, клетки проксимального канальца, клетки HEK293) была определена только 

недавно. Было показано, что у различных типов клеток эукариот АП-сайты в РНК (мРНК, рРНК 

и пр.) встречаются с частотой около 3 таких сайтов на 10
6
 рибонуклеотидов [99]. Эта величина 

на порядок меньше содержания АП-сайтов в ДНК клеток мозга крысы [100] и во вновь 

реплицированной ДНК из клеток некоторых позвоночных [101], но сравнима с таковой для 

ДНК в B-клетках цыплят и клетках печени крысы и человека [100, 101]. Можно полагать, что 

АП-сайты встречаются в РНК реже, чем в определенных ДНК, поскольку N-гликозидные связи 

в РНК прочнее, чем в ДНК [102-104], поэтому спонтанная апуринизация в РНК должна 

происходить реже по сравнению с таковой в ДНК. С другой стороны, есть основания считать, 

что АП-сайты в РНК образуются не только спонтанно, но и под действием специфических 

гликозилаз, способных в определенных условиях гидролизовать N-гликозидные связи в РНК 

[105]. Примером ферментов такого рода является метилпурин-ДНК-гликозилаза человека, 

которая, как обнаружено недавно, способна гидролизовать N-гликозидные связи в РНК [99]. 

АП-сайт в РНК гораздо более стабилен, чем в ДНК; так, расщепление цепи РНК по АП-

сайту в щелочной среде по механизму «»- или «»-элиминирования (подробнее см. раздел 

1.2.1) происходит на 2 порядка медленнее, чем ДНК [106]. Этот сайт в РНК, как и в ДНК, 

существует в равновесии между циклической (фуранозной) и ациклической (альдегидной) 

формами (рис. 2б). Первая является преобладающей формой (~99%) [107], в то время как вторая 

способна реагировать с аминами, в результате чего образуются ковалентные аддукты – 

основания Шиффа (рис. 5). 

 

Рисунок 5. Схема образования иминов (оснований Шиффа) с участием АП-сайтов. 
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1.1.3. Клеточный ответ на повреждение ДНК 

Как уже говорилось выше, клеточные ответы на повреждения ДНК и РНК 

принципиально разные, несмотря на то, что природа повреждений в этих нуклеиновых 

кислотах схожа. Поврежденная ДНК в клетке подвергается репарации, однако в случае, когда 

количество повреждений в ДНК достигает критического уровня и клеточные механизмы не 

могут с ними справиться, включаются механизмы, ведущие к апоптозу, запрограммированной 

гибели клетки [108]. Иными словами, клеточный ответ на повреждение ДНК зависит от степени 

повреждения ДНК и типа повреждения, а также от фазы клеточного цикла, которая определяет, 

по какому пути пойдет репарация [109, 110]. 

Клеточный ответ на повреждение ДНК, в частности, репарацию повреждений, т.е. 

восстановление структуры ДНК, изучают еще с 60-х годов прошлого века. За это время 

накоплен огромный объем информации и установлены основные пути репарации, которые 

реализуются в соответствии с типом репарируемого повреждения. В эукариотической клетке их 

пять: эксцизионная репарация оснований (Base Excision Repair, BER), эксцизионная репарация 

нуклеотидов (Nucleotide Excision Repair, NER), репарация неканонических пар оснований 

(Mismatch Repair, MMR), гомологичная рекомбинация (Homologous Recombination, HR) и 

негомологичное соединение концов (Non Homologous Ends Joining, NHEJ) [25]. 

У эукариот BER ответственен за исправление повреждений, вызванных окислением, 

дезаминированием и алкилированием (в основном, метилированием и этилированием) остатков 

гетероциклических оснований, которые значительно не искажают спирали ДНК [111]. В 

хроматине такие повреждения являются самыми многочисленными, поэтому BER очень 

востребован в клетках. BER включает следующие основные этапы: распознавание повреждений 

специфической ДНК-гликозилазой, удаление остатка поврежденного основания с образованием 

АП-сайта, расщепление фосфодиэфирной связи с 5´-стороны от АП-сайта эндонуклеазой APE1 

с образованием остатка дезоксирибозы-5'-фосфата (5'dRp). На следующем этапе полимераза Pol 

β вставляет правильный нуклеотид за счет полимеразной активности, а группа 5'dRp удаляется 

благодаря ее активности dRp-лиазы (dRp-lyase), в результате чего образуется 5'-фосфатный 

конец, необходимый для лигирования (сшивания) концов разрыва ДНК-лигазой I или III (см. 

рис. 6). Другой путь, называемый «длиннозаплаточным», происходит с участием ДНК-

полимераз Pol δ или Pol ε, которые вместе с ядерным антигеном пролиферирующих клеток 

(PCNA) и фактором репликации C (RFC) осуществляют синтез с вытеснением цепи (от 2 до 13 

нт). Эта цепь удаляется эндонуклеазой FEN1, а образовавшийся ник (или одноцепочечный 

разрыв) зашивает ДНК-лигаза I (рис. 6). 
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Рисунок 6. Схематическое изображение двух путей BER [112]. 

Известны 11 различных ДНК-гликозилаз, способных распознавать и вырезать 

поврежденные основания, которые вывернуты из большой бороздки, а также те, что не выходят 

за пределы ДНК-дуплекса [113, 114]. С точки зрения функции ДНК-гликозилазы могут быть 

либо монофункциональными, обладающими только гликозилазной активностью, такими как 

урацилгликозилазы, N-метилпурин-ДНК-гликозилаза (MPG) и MutY Homolog (MUTYH), либо 

бифункциональными, то есть с гликозилазной и «β-лиазной» активностями (последняя 

катализирует расщепление по механизму β-элиминирования). К бифункциональным 

гликозилазам относятся Nth-подобная ДНК-гликозилаза 1 (NTHL1), Nei-подобная ДНК-

гликозилаза 1 (NEIL1) и Nei-подобная ДНК-гликозилаза 2 (NEIL2) [115]. Существуют также 

гликозилазы, которые могут работать как моно- и бифункциональные гликозилазы, например, 

8-оксогуанин-ДНК-гликозилаза (OGG1) и NEIL3 [116]. От функциональности ДНК-

гликозилазы, участвующей в BER, зависит путь, по которому будет идти репарация [114]. 

NER удаляет повреждения, в результате которых образуются так называемые объемные 

аддукты в ДНК. В качестве примеров объемных повреждений можно привести цикло-

бутанпиримидиновые димеры, пиримидин-пиримидон-(6-4)-фотопродукты [117], 

ароматические амины, такие как ацетиламинофлуорен, афлатоксин, нитрозамины, такие как 

MNNG, и оксид 4-нитрохинолина [118]. Классическим примером сшивающего агента, в 

результате действия которого в ДНК образуются объемные аддукты, является 

цисдихлордиаминоплатина (цисплатин), который может образовывать аддукты с остатками 
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гуанина  [118]. Первый этап NER у млекопитающих включает обнаружение искаженной 

структуры двойной спирали, содержащей химическую модификацию. Это происходит с 

участием ДНК-связывающего комплекса XPC-RAD23B, который ассоциирует с участком цепи 

ДНК напротив повреждения [119, 120]. Когда двойная спираль искажена незначительно, 

например, в случае циклобутан-пиримидиного димера, повреждение узнает ДНК-связывающий 

комплекс XPC-DDB [120]. В комплекс DDB также входит убиквитинлигаза E3, которая 

полиубиквитинирует XPC, увеличивая таким образом сродство XPC к ДНК, после чего 

комплекс DDB диссоциирует [118]. Следующим этапом NER является привлечение 

транскрипционного комплекса TFIIH, а также белков XPA и RPA и эндонуклеаз XPG и ERCC1-

XPF. В составе комплекса с TFIIH происходит раскручивание двуцепочечной ДНК вокруг 

поврежденного нуклеотидного остатка, в результате чего образуется пузыреподобная 

структура, охватывающая около 30 нт. Эндонуклеаза XPG надрезает поврежденную цепь c 3´-

стороны от повреждения, а гетеродимер ERCC1-XPF, в котором XPF обладает эндонуклеазной 

активностью, – с 5´-стороны, причем разрез с помощью XPG не обязательно должен идти 

первым [118]. Вырезанный олигонуклеотидный фрагмент, содержащий повреждение, таким 

образом, удаляется. Образовавшийся пробел заполняется ДНК-полимеразой Pol δ или Pol ε, а 

разрыв цепи в ДНК зашивается ДНК-лигазой III [118] (см. рис. 7).  
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Рисунок 7. Схематическое изображение пути NER [118]. 

MMR в основном репарирует некомплементарные пары оснований, возникающие из-за 

ошибок при репликации, а также петли, образующиеся в результате вставок или делеций при 

репликации повторяющихся последовательностей ДНК [121]. Подобные ошибки могут 

возникать с частотой 10
-4

-10
-5

 [71]. MMR увеличивает точность репликации до 10
-9

-10
-10

 на 

нуклеотид [122-124]. В клетках млекопитающих некомплементарные пары оснований 

распознаются одним из двух гетеродимеров: MutSα (состоит из MSH2 и MSH6) или MutSβ 

(состоит из MSH2 и MSH3) [125]. MutSα в первую очередь связывается с некомплементарной 

парой оснований или участком с выпетливанием размером до 3 нт, тогда как MutSβ связывается 

с более длинными участками размером до 13 нт. Важным событием в этапе разрезания ДНК 

является привлечение гетеродимера MutLα (состоит из MLH1 и PMS2). Считается, что PCNA 

активирует эндонуклеазную активность MutLα именно в отношении поврежденной цепи [125]. 
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После этапа разрезания ДНК-экзонуклеаза I (ExoI), активируясь с помощью MSH2 и/или MLH1, 

вырезает участок цепи ДНК, содержащий остаток ошибочно включенного нуклеозида. 

Образовавшаяся брешь заполняется с помощью ДНК-полимеразы Pol δ. После завершения 

этого процесса ДНК-лигаза I зашивает разрыв цепи ДНК (см. рис. 8). Следует отметить, что 

гетеродимеры MutSα/β и MutLα являются АТФазами: в эукариотических клетках они 

функционируют зависимым от гидролиза АТФ образом. Энергия, высвобождающаяся при 

гидролизе ATP, необходима для скольжения этих гетеродимеров вдоль ДНК при распознавании 

повреждения (MutSα) и для раскручивания дуплекса (MutLα) при разрезании цепи ДНК [125]. 

 

Рисунок 8. Схематическое изображение пути MMR [125].  

Двуцепочечные разрывы в ДНК считаются наиболее токсичными для клетки из всех 

повреждений. Их репарация осуществляется двумя путями: гомологичной рекомбинацией HR 

или негомологичным соединением концов NHEJ [25, 126]. Путь NHEJ отличается от пути HR 

тем, что воссоединение концов происходит напрямую с использованием участков с 

ограниченной гомологией и осуществляется быстрее, однако с меньшей точностью. В то же 

время путь HR, напротив, точный, более медленный процесс, в котором гомологичный 

фрагмент служит в качестве матричной ДНК (сестринские хроматиды или гомологичные 

хромосомы) [127]. В NHEJ за секунды происходит фиксирование разорванных концов ДНК-

дуплекса гетеродимером Ku, который тем самым защищает их от действия экзонуклеаз и 
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привлекает другие белки для облегчения процессинга (см. ниже) и лигирования [128, 129]. 

Таким образом, в репарацию двуцепочечного разрыва в пути NHEJ оказываются втянутыми 

следующие ферменты: ДНК-зависимая протеинкиназа (DNA-PK), обладающая киназной и 

фосфатазной активностями, белок XRCC4, ДНК-лигаза IV, XRCC4-подобный фактор (XLF), 

полинуклеотид киназа/фосфатаза (PNKP), апратаксин, белок Artemis и апратаксин-и-

полинуклеотидкиназа-подобный фактор (APLF) [129]. Поскольку концы двуцепочечного 

разрыва ДНК могут содержать 5´-гидроксильную и 3´-фосфатную группы, которые не могут 

быть лигированы, привлечение набора соответствующих ферментов необходимо для 

процессинга. За образование ковалентной связи между 3´-фосфатной и 5´-гидроксильной 

группами ответственен киназный домен DNA-PK, а за удаление 3´-фосфатных групп – 

фосфатазный домен [129]. Белок XRCC4 в комплексе с ДНК-лигазой IV образует каркас 

совместно с комплексом Ku-антигена и DNA-PKcs; собственно этот каркас и обеспечивает 

привлечение вышеупомянутых ферментов репарации [129], тогда как комплексы белков 

XRCC4 с XLF отвечают за удерживание разорванных цепей ДНК. Факторы PNKP и апратаксин 

участвуют в удалении блокирующих концевых групп, чтобы сделать концы двуцепочечного 

разрыва лигируемыми. Первый, обладающий киназной и фосфатазной активностями, отвечает 

за фосфорилирование 5´-конца и удаление фосфатной группы с 3´-конца, а последний, 

представляющий собой нуклеотидгидролазу и трансферазу, катализирует удаление 5´-

аденилатов. Два других белка вовлекаются в подготовку концов к выравниванию и 

дальнейшему лигированию и, соответственно, к удалению некоторых нуклеозидов с нужных 

концов. Из них Artemis проявляет 5´-эндонуклеазную активность, удаляя 5´-неспаренный 

участок и оставляя тупой конец ДНК-дуплекса, и 5´-3´-экзонуклеазную активность по 

отношению к оцДНК и, кроме того, способен удалять 3'-фосфогликолятные группы с концов 

ДНК. APLF, обладающий как эндо-, так и 3´-5´-экзонуклеазной активностью [129], вырезает 

выступающие 3´-концы, чтобы сделать возможным лигирование ДНК-субстратов с помощью 

комплекса XRCC4-ДНК-лигазы IV [129]. Образовавшиеся в результате действия ферментов 

бреши заполняются с помощью активности ДНК-полимераз Pol μ и Pol λ, относящихся к 

семейству X. Процесс завершается лигированием с помощью ДНК-лигазы IV [25, 129 130] (см. 

рис. 9). 

При HR (рис. 9) происходит узнавание двуцепочечного разрыва комплексом MRN, 

состоящим из трех белков. Из них Mre11 облегчает физический контакт двух пар концов цепей 

ДНК в месте двуцепочечного разрыва на коротком расстоянии и обладает эндо- и 3´-5´-

экзонуклеазной активностями, а Rad50 обеспечивает сближение двух молекул ДНК на большом 

расстоянии (таких как «сломанная» хромосома и ее сестринская хроматида). Что касается Nbs1, 

то он не имеет ферментативной активности, но способствует образованию белок-белковых 
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взаимодействий в местах разрывов ДНК [131]. Интересно отметить, что этот белок вместе с 

киназой ATM участвует в формировании клеточного ответа на повреждение ДНК, вызывая 

активацию контрольных точек клеточного цикла и апоптоз [132]. Комплекс MRN обладает 

эндонуклеазной активностью и вместе с регуляторным белком CtIP и экзонуклеазами Exo1 и 

DNA2 отвечает за образование выступающих одноцепочечных 3´-концевых участков [130, 133]. 

Со свободным 3´-концом ДНК, который образуется во время резекции концов, связывается 

репликационный белок А (RPA), необходимый для привлечения ДНК-зависимой АТФазы 

RAD51 и белка BRCA2. Вместе они формируют комплекс для поиска гомологичных участков и 

восстановления нативной структуры ДНК, в ходе которого происходит внедрение 3´-конца 

одной цепи с гидроксильной группой на конце в гомологичный дуплекс ДНК и реализация 

комплементарных взаимодействий с интактной цепью ДНК с формированием так называемой 

D-петли. После этого RAD51 диссоциирует, оставляя свободный 3´-ОН-конец, что позволяет 

ДНК-полимеразе δ вести синтез ДНК в 3´-5´-направлении с помощью резольваз (сайт-

специфических рекомбиназ), таких как эндонуклеазы MUS81, EME1 и GEN1 [133]. Как только 

синтез новой цепи ДНК завершается, разрыв зашивается с помощью ДНК-лигазы I [133] (см. 

рис. 9). 

 

Рисунок 9. Схематическое изображение путей NHEJ и HR [130, 133]. 

В последнее время появляются данные, что некоторые повреждения ДНК могут быть 

удалены с помощью альтернативных механизмов; так, ферменты BER в определенных 

ситуациях могут удалять некоторые объемные аддукты в ДНК, и наоборот [117, 134, 135]. 
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1.1.4. Клеточный ответ на повреждения в РНК. 

Как уже упоминалось выше, поврежденная РНК в клетке не репарируется, а 

распознается и подвергается деградации, причем относительно высокая скорость кругооборота 

РНК в клетке сама по себе не является достаточным условием для предотвращения последствий 

повреждения РНК [28]. К настоящему времени установлено, что в этом процессе ключевую 

роль играет рибосома, которая необходима для узнавания поврежденной РНК (в первую 

очередь, мРНК). Процесс выявления повреждений в РНК, приводящий, в конечном счете, к ее 

устранению как у высших, так и у низших эукариот, носит название No-Go Decay (NGD). Он 

сопряжен с процессом, называемым Ribosome-based Quality Control (RQC), нацеленным на 

удаление укороченных полипептидов, образовавшихся в результате преждевременной 

остановки трансляции [28, 92]. Известно, что у эукариот одну и ту же мРНК могут 

одновременно транслировать несколько рибосом [136]. В момент, когда рибосома в процессе 

трансляции «натыкается» на повреждение в РНК, она останавливается, и следующая за ней 

транслирующая рибосома сталкивается с ней, образуя дисому, в которой соседние рибосомы 

контактируют друг с другом своими 40S субчастицами [28, 137-139]. С этого момента 

начинается работа NGD, который включает в себя 3 стадии. На первой стадии происходит 

распознавание уникальной пространственной структуры, образующейся в результате 

столкновения 40S субчастиц двух соседних рибосом и селективного убиквитинилирования 

нескольких белков в составе «застопорившихся» рибосом с помощью убиквитинлигазы 

(ZNF598 у млекопитающих и Hel2 у дрожжей) [140-143] (рис. 10, схема слева). Затем 

происходит разборка трансляционного комплекса с участием специфических факторов Pelota (у 

дрожжей Dom34) и Hbs1, действие которых сходно с действием факторов терминации 

трансляции eRF1 и eRF3, соответственно, и белка ABCE1 (у дрожжей Rli1), стимулирующего 

диссоциацию рибосом на субчастицы [144-147]. Далее мРНК, связанная с 40S субчастицей, 

расщепляется в районе участка, на котором «застопорилась» рибосома, эндонуклеазой (по-

видимому, белком Cue2 [148]), и образовавшиеся фрагменты подвергаются деградации 

экзонуклеазой Xrn1 (в случае 5’-концевой половины мРНК) и в экзосомах (в случае 3´-концевой 

половины) [149-151]. Параллельно происходит процесс RQC, ведущий к деградации 

укороченного полипептида (рис. 10, схема слева). Этот процесс начинается с узнавания 

образующейся в результате диссоциации рибосом 60S субчастицы, несущей тРНК с 

укороченным полипептидом, специальным белковым комплексом RQT (RQC-trigger complex), 

состоящим из РНК-геликазы Slh1/Rqt2, убиквитин-связывающего белка Cue3/Rqt3 и белка Rqt4 

[143, 152]. Далее Е3 убиквитин-лигаза Listerin модифицирует укороченную пептидную цепь и 

тем самым направляет ее на деградацию [153].  



30 
 

 

Рисунок 10. Пошаговая схема RQC и NGD (слева) и NRD (справа). RQC+NGD: (1) 

столкнувшиеся в результате остановки трансляции рибосомы распознаются и 

убиквитинилируются убиквитинлигазой ZNF598 по одному или нескольким остаткам 

рибосомных белков; (2) рибосомы диссоциируют на субчастицы, и мРНК расщепляется 

эндонуклеазой Cue2; (3) Е3 убиквитин-лигаза Listerin вместе с другими ферментами 

связывается с высвободившимся комплексом 60S субчастицы с пептидил-тРНК и 

убиквитинилирует «недосинтезированный» полипептид; ANKZF1 гидролизует связь между 

ним и тРНК, после чего Listerin направляет полипептид на деградацию. NRD: (1) 

остановившаяся рибосома убиквитинилируется поэтапно различными убиквитин-лигазами 

семейсва Е3; (2) рибосома диссоциациирует на субчастицы; (3) нефункциональная 18S рРНК 

подвергается деградации под действием экзорибонуклеазы Xrn1. 

Следует заметить, что путь NGD активируется в клетке во всех случаях, когда 

происходит преждевременная остановка трансляции, которая может быть вызвана не только 

наличием в молекулах мРНК поврежденных звеньев, но и препятствиями другого рода. Среди 

них стабильные вторичные структуры мРНК, редкие кодоны в них и кластеры положительно 

заряженных аминокислотных остатков в растущем пептиде, затрудняющих его продвижение по 

каналу 60S субчастицы [28, 45, 137, 138, 154, 155].  

В заключение следует сказать, что недавно было обнаружено, что контроль качества 

РНК, начальные стадии которого связаны с рибосомами, касается не только мРНК, но и зрелых 
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рРНК, содержащих точечные мутации, которые отрицательно влияют на функции рибосом, 

даже если они содержатся в полностью собранных 80S рибосомах [156, 157]. Обнаружение и 

деградация таких рРНК происходит по пути, называемом Non-functional rRNA decay (NRD). 

Этот путь осуществляется для рРНК с повреждениями нуклеотидов, играющих ключевую роль 

в формировании основных функциональных центров рибосомы – декодирующего и 

пептидилтрансферазного центров, т.е. 18S рРНК и 25S/28S рРНК соответственно. В настоящее 

время NRD пока изучен в большей степени для дрожжей; оказалось, что пути деградации 

нефункциональных 18S рРНК и 25S рРНК существенно различаются, но их механизмы 

остаются во многом неизвестными. В случае 18S рРНК NRD начинается с остановки 

трансляции в результате дефекта в декодирующем центре рибосомы. Затем «застрявшие» 

рибосомы подвергаются убиквитинилированию в несколько последовательных стадий (с 

участием убиквитинлигаз Hel2, Mag2 и Rsp5) и диссоциируют на субчастицы с участием РНК-

геликазы Slh1 (компонента комплекса RQT, см. выше) с последующей деградацией 18S рРНК 

экзорибонуклеазой Xrn1 в 40S субчастице [158]. Деградация 25S рРНК происходит 

посредством других убиквитин-лигаз класса Е3 (комплексов Rtt101-Mms1 [159] и cullin-RING 

[160]). Рибосомы, содержащие убиквитинилированные 60S субчастицы, диссоциируют на 

субчастицы под действием комплекса Cdc48-Npl4-Ufd1 и затем поступают в протеасомы для 

деградации [160]. 

 

1.2. Участие рибосомных белков в репарации повреждений ДНК 

1.2.1. Рибосомные белки, проявляющие свойства ферментов репарации ДНК 

Уже достаточно давно известно, что два семейства эукариотических рибосомных белков 

проявляют активность ферментов репарации, в первую очередь, семейство uS3. Еще в 1995 

году группа Линна обнаружила, что белок uS3 мыши имеет активность УФ-эндонуклеазы III, 

которая расщепляет ДНК по поврежденным звеньям, образованным в результате действия УФ-

облучения (циклобутановые пиримидиновые димеры и др.), и АП-лиазную активность 

(способность расщеплять ДНК по АП-сайтам) [161]. В дальнейшем было установлено, что 

эукариотические белки семейства uS3, в зависимости от организма, имеют различные наборы 

активностей, соответствующих ферментам пути BER. Кроме АП-лиазной активности, 

присущей всем изученным на сегодняшний день белкам семейства, они могут проявлять 

множество других свойств. Так, uS3 дрозофилы (uS3D) имеет активность 8-oxoG-N-

гликозилазы, Mg
2+

-независимой dRP-лиазы и Mg
2+

-зависимой 3´-концевой транс-4-гидрокси-2-

пентенал-5´-фосфат-гидролазы [10-14]. В то же время uS3 дрожжей (Saccharomyces cerevisiae) 

расщепляет ДНК по циклобутановым пиримидин-пиримидиновым димерам, остаткам 8-oxo-G 

и АП-сайтам по механизму -элиминирования [15, 16]. Белок uS3 человека не обладает N-
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гликозилазной активностью, но способен расщеплять ДНК, поврежденную УФ-светом, по 

остаткам тимингликоля и циклобутановым пиримидин-пиримидиновым димерам без 

предварительного удаления основания [17].  

Интересно, что общая для всех белков семейства uS3 АП-лиазная активность может 

реализовываться с использованием разных механизмов расщепления ДНК у разных 

представителей семейства. Расщепление проходит через стадию образования ковалентного 

интермедиата, но с uS3 млекопитающих реакция проходит через «»-элиминирование [16-18], а 

с uS3D – через«»- и «»-элиминирование (рис. 11) [11, 162]; при этом расщепление ДНК в 

суперспиральной форме протекает эффективнее, чем  в релаксированной [17].  

 

Рисунок 11. Схема расщепления АП-сайта в ДНК белком uS3 по механизмам «»- и «»-

элиминирования. Приведенные выше обозначения механизмов указаны в кавычках, поскольку с 

химической точки зрения и тот и другой тип реакции протекает по одному и тому же 

механизму β-элиминирования, однако относительно атома углерода пентозного кольца, 

участвующего в образовании N-гликозидной связи, в соответствующей реакции задействован 

атом углерода либо в β-положении («β»-элиминирование), либо в δ-положении («»-

элиминирование, см. верхнюю структуру слева). 

О природе каталитического центра uS3 известно довольно мало. Так, в 2001 году группа 

Deutsch на основании сравнительного анализа структур нескольких белков репарации ДНК 

(эндонуклеазы III и др.) и uS3D выявила в последнем остаток глутамина (Q59), который, 

согласно предположению авторов, может находиться в каталитическом домене и отвечать за 

гликозилазную и АП-лиазную активности белка [162]. Действительно, замена остатка Q59 на 
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аланин или аспарагин влияла на каталитическую активность белка, в частности, она приводила 

к потере способности uS3D расщеплять ДНК по механизму «»-элиминирования, но не влияла 

на способность расщеплять ДНК по механизму -элиминирования. Удивительно, что данные 

замены приводили к потере не только АП-лиазной активности, осуществляемой по механизму 

«»-элиминирования, но также и N-гликозилазной активности. В uS3 у дрожжей с помощью 

метода сайт-направленного мутагенеза были выявлены два остатка, D154 и K200, замены 

которых приводили к снижению АП-лиазной активности белка [16]. Однако использованный 

метод дает лишь косвенную информацию об участии аминокислотных остатков в катализе, 

поскольку замены могут приводить к изменению структуры белка и тем самым влиять на 

строение каталитического центра даже, если соответствующие остатки не входят в его состав. 

Очевидно, что свою активность в процессах, связанных с клеточными ответами на 

повреждение ДНК, белок uS3 способен проявлять только в ядре. Считается общепринятым, что 

для транспортировки в ядро и выполнения в нем соответствующих функций белок должен 

подвергнуться специфическому фосфорилированию с помощью различных протеинкиназ. В 

частности, в клетках HEK293T для переноса в ядро из цитоплазмы он фосфорилируется 

протеинкиназой C δ (PKCδ) по остаткам S6 и T221 и протеинкиназой ERK1/2 по остатку 

треонина (T42) [163, 164]. Белок uS3 способен фосфорилироваться и перемещаться в ядро для 

выполнения как функций фермента репарации, так и регуляторного белка, участвующего в 

различных сигнальных путях. Например, через фосфорилирование по остатку T70 киназой Akt 

[165] он вовлекается в активацию экспрессии генов, способствующих выживанию клетки [8]. В 

то же время фосфорилирование по остатку S209 киназой IκB обеспечивает его участие в 

передаче сигналов в пути NF-κB, где он может выступать в качестве компонента комплекса NF-

κB [8, 9]. 

Помимо uS3, АП-лиазная активность была обнаружена у рибосомного белка дрозофилы 

uL10 (P0 по старой номенклатуре); эта активность проявляется как по отношению к 

одноцепочечной ДНК, так и двуцепочечной [10]. Ни у одного из других представителей 

семейства uL10 (P0) АП-лиазная активность на сегодняшний день не была обнаружена, зато 

относительно недавно было показано, что белки этого семейства могут проявлять другой вид 

нуклеазной активности, 3´-5´-экзонуклеазную (характерную для фермента репарации АРЕХ2) 

[166]. 

Среди бактериальных рибосомных белков активность, сходную с таковой у ферментов 

репарации ДНК, проявляет, насколько можно судить по имеющимся к настоящему времени 

данным, только белок bS16, не имеющий гомологов у эукариот. Было показано, что bS16 в 

Escherichia coli является ДНК-связывающим белком, несущим Mg
2+

-Mn
2+

-зависимую 

эндонуклеазную активность [167]. Этот белок предпочитает связываться с ДНК в составе 
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крестообразных структур и вносит одноцепочечные разрывы после остатков аденина (в 

большинстве случаев неспаренных), за которыми чаще всего следует последовательность 5´- 

GTT - 3´ [168]. Однако функциональную значимость обнаруженных уже давно in vitro свойств 

белка bS16 в дальнейшем не изучали, и она так и осталась неизвестной. Это в такой же мере 

касается и описанных выше свойств белка uL10; немного больше можно сказать об участии uS3 

в реальных процессах репарации ДНК в клетке. В работе [18] было показано, что uS3 имеет 

примерно одинаковое сродство к поврежденной и неповрежденной ДНК (содержание которой в 

клетке намного больше, чем поврежденной). На основании этого наблюдения было высказано 

предположение, что белок uS3 не играет большой роли в общей репарации ДНК, но он может 

участвовать в этом процессе в определенных участках генома, в частности, в ядрышке. В 

определенной степени эта гипотеза подтвердилась в дальнейшем, когда было показано, что при 

окислительном стрессе в культуре клеток НЕК293 этот белок перемещается в митохондрии и 

его наличие в этих органеллах существенно повышает эффективность репарации ДНК [169]. 

 

1.2.2. Рибосомные белки как регуляторы системы репарации 

Данные об участии рибосомных белков в регуляции систем репарации ДНК, не 

связанные с активностью, характерной для ферментов репарации, начали появляться более 15 

лет назад и продолжают накапливаться поныне. Так, установлено, что рибосомный белок eL6 

напрямую взаимодействует с гистоном H2A и участвует в ответе на повреждение ДНК, а 

именно на двуцепочечный разрыв ДНК, способствуя накоплению ферментов репарации и 

многочисленных факторов, регулирующих этот процесс (MDC1, BRCA1, p53 и др.), в местах 

повреждения ДНК в клетках НЕК293 [170]. Оказалось, что накопление eL6 в сайтах 

повреждения ДНК не требует его фосфорилирования специфичными протеинкиназами, обычно 

играющими важную роль в ответе на повреждение ДНК, и происходит с участием белков – 

представителей семейства поли-(ADP)-рибозо-полимеразы (PARP), PARP1 и PARP2. Эти белки 

представляют собой сенсоры, которые обнаруживают разрыв в ДНК и катализируют 

образование цепей PAR на белках, участвующих в репарации ДНК (например, 8-оксогуанин-

ДНК-гликозилазе 1 (OGG1), ДНК-полимеразе β, ДНК-лигазе III и др. [171]), способствуя их 

привлечению к месту повреждения. Помимо белка eL6, в поврежденных участках 

накапливаются также зависимым от PARP1/2 образом белки uL2 (L8 по старой номенклатуре) и 

uS11 (S14 по старой номенклатуре) [170]. Существенно, что все обнаруженные в обсуждаемой 

работе эффекты имеют четко доказанную роль в жизни клетки; в частности, в ней показано, что 

белок eL6 действительно требуется для выживания клетки при повреждении ДНК (деплеция 

eL6 значительно снижало долю выживших клеток). 
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Данные об участии в процессах репарации ДНК получены также для белка uL3. При 

изучении механизма действия широко применяющихся противоопухолевых препаратов 5-

фторурацила (5-FU) и оксалиплатина (L-OHP) на клетки рака легких и толстой кишки было 

обнаружено, что белок uL3 участвует в клеточном ответе на действие этих препаратов, 

выступая в качестве ключевого регулятора клеточного цикла, апоптоза и репарации ДНК [172]. 

При деплеции белка uL3 цитотоксический эффект данных препаратов, проявляющийся в 

повреждении ДНК и нарушениях в клеточном цикле и апоптозе, резко снижался. Этот белок 

оказался сильным ингибитором процессов репарации по путям HR и NHEJ. Воздействие uL3 на 

репарацию могло происходить как посредством влияния на уровень белка р21, который 

является регулятором клеточного цикла, ингибирующим его через путь, зависимый от циклин-

зависимых киназ в ответ на повреждение ДНК, так и независимым от р21 образом.  

Интересно, что рибосомный белок uS3 наряду со своими активностями, характерными 

для ферментов BER, может также участвовать в регуляции репарации ДНК. Так, он способен 

негативно регулировать репарацию двуцепочечных разрывов по пути NHEJ, взаимодействуя с 

биомаркером двуцепочечных разрывов γH2AX и гетеродимерами Ku в составе ДНК-зависимого 

протеинкиназного комплекса DNA-PK [173]. Предполагают, что фосфорилирование uS3 в 

составе данного комплекса играет роль в сигнальной трансдукции, активированной 

повреждением ДНК и приводящей, в конечном счете, к гибели клеток в результате этого 

повреждения по пути, запускаемом фактором р53 [173]. Другим примером вовлечения uS3 в 

регуляцию репарации является непосредственное взаимодействие его C-концевого домена (94–

244аа) с N-доменом (1–320аа) RecQ-подобной геликазы 4 человека (RECQL4). Данная геликаза 

играет существенную роль в инициации репликации, и, кроме того, является важным 

участником в репарации ДНК. Белок uS3 ингибирует АТФазную, ДНК-связывающую и 

геликазную активности RECQL4 посредством прямого взаимодействия c ней [174]. С другой 

стороны, существуют данные, свидетельствующие о том, что uS3 может вызывать усиление 

геликазной активности фактора транскрипции РНК-полимеразы II (TFIIH) и белка XPD (белок 

группы комплементации D пигментной ксеродермы), который выполняет вспомогательную 

функцию в процессе NER благодаря этой активности [175]. 

Приведенные выше данные показывают, что роль uS3 в репарации ДНК многообразна; 

он может выступать и как фермент, участвующий в этом процессе, и как участник процессов, 

приводящих к гибели клеток вследствие повреждений в ДНК. По-видимому, процессы, 

происходящие с участием свободного uS3, запускаются стрессами, вызывающими остановку 

биогенеза рибосом вследствие ареста клеточного цикла и последующего повышения уровня 

свободных рибосомных белков в ядре [176, 177]. 
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В заключение следует заметить, что рассмотренные выше рибосомные белки участвуют 

в таких путях репарации ДНК, как HR и NHEJ, которые осуществляются в ответ на 

двуцепочечное повреждение ДНК, которое считается, хоть и редким, по сравнению с 

точечными повреждениями, но самым опасным для жизни клетки и труднорепарируемым. 

 

1.2.3. Рибосомные белки, участвующие в регуляции систем активации апоптоза, как 

ответа на повреждение ДНК 

Запуск репарации не является единственным вариантом клеточного ответа на 

повреждение ДНК, и в определенных условиях стресс, приводящий к таким повреждениям, 

активирует программированную гибель клетки (апоптоз). Центральным участником этого 

процесса является так называемый опухолевый супрессор p53 – фактор транскрипции, который 

регулирует экспрессию множества генов и может, в зависимости от условий, инициировать 

апоптоз, активировать репарацию ДНК, вызывать остановку клеточного цикла и др. [178, 179]. 

Ген белка p53 (ТР53) играет центральную роль в канцерогенезе, его мутации найдены примерно 

в 50% всех опухолей человека [180, 181]. В отсутствие стресса в клетке поддерживается очень 

низкий уровень р53 за счет постоянной деградации этого белка под действием убиквитин-

лигазы MDM2, которая убиквитинилирует р53 и транспортирует из ядра в цитоплазму, где он и 

подвергается деградации в протеосомах [182, 183].  

В последнее время получено достаточно много данных об участии целого ряда 

рибосомных белков в зависимых от стресса и повреждения ДНК сигнальных путях p53-MDM2. 

Это связано со способностью соответствующих белков непосредственно взаимодействовать с 

MDM2 и тем самым инактивировать ее и стабилизировать р53, а также с их участием в 

активации биосинтеза и транслокации р53 в клетке. Данные такого рода получены для белков 

uL18 (L5), uL5 (L11), uL14 (L23) [184-186], uL24 (L26) [186, 187], eS7 (S7) [186, 188, 189], eS26 

(S26) [190], uS19 (S15), uS10 (S20) и eL37 (L37) [191]. В качестве примера рибосомных белков, 

регуляторные функции которых изучены лучше других, можно рассмотреть eS31 (RPS27a) и 

eS26. В первом случае в ответ на действие таких стрессоров, как этопозид, 

метилметансульфонат и УФ-свет, вызывающих повреждение ДНК, происходит 

сверхэкспрессия гена RPS27a. В результате этого накапливается белок eS31 – продукт гена 

RPS27a, и он индуцирует (с участием p53) свехэкспрессию гена p21
Waf1

, кодирующего 

ингибитор циклин-зависимой киназы p21, которая выполняет функции, связанные с 

положительной регуляцией пролиферации, подавлением апоптоза и др. [186, 192]. Эти данные 

свидетельствуют о том, что eS31 является сенсором стресса в клетке, который усиливает ответ 

p53 на остановку клеточного цикла, вызванную повреждением ДНК [186]. 
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В случае белка eS26 было показано, что он обладает способностью взаимодействовать с 

MDM2 и ингибирует MDM2-опосредованное убиквитинилирование p53, что приводит к 

стабилизации p53 в клетке [190]. Так же, как и в случае с eS31, нокдаун eS26 нарушал 

способность p53 транскрипционно активировать свои гены-мишени в ответ на повреждение 

ДНК, не влияя на его стабильность, что приводило к нарушению в контрольной точке G2/M 

клеточного цикла, и продолжению роста клеток. Интересно, что истощение клеток по белку 

eS26 приводило к рибосомному стрессу, в результате которого в стабилизацию и активацию 

p53 вовлекался рибосомный белок uL5. 

Следует заметить, что рассмотренные в предыдущем разделе свойства рибосомного 

белка uS3 также имеют непосредственную связь с сигнальными путями, завязанными на р53. В 

частности, это касается упоминавшегося в том разделе (подраздел 1.2.2.) взаимодействия белка 

с гетеродимерами Ku в составе ДНК-зависимого протеинкиназного комплекса DNA-PK, 

которое замедляет реакции лигирования в пути репарации ДНК NHEJ и вызывает, в конечном 

счете, р53-зависимую гибель клеток после облучения высокой дозой ионизирующего излучения 

[173]. В этой же работе показано, что DNA-PK при повреждении ДНК также фосфорилирует 

uS3 по остатку треонина Т220, что приводит к диссоциации белка из комплекса с DNA-PK; 

авторы полагают, что фосфорилированный таким образом белок участвует в сигнальной 

трансдукции, взаимодействуя с р53 и киназой Chk2, которая активируется после формирования 

двуцепочечных разрывов в ДНК и инициирует арест клеточного цикла и апоптоз при серьезном 

повреждении [193, 194]. В этом же русле находятся данные о корреляции между уровнями 

белка uS3 (но не его мРНК) и апоптоза нейронов в мозге мышей при стрессе (тяжелом 

голодании), которую наблюдали в работе [195]. В этом случае влияние uS3 на апоптоз было 

опосредовано его партнерами – белками теплового шока HSP70 и CHIP (carboxy terminus of heat 

shock protein 70-interacting protein). Приведенные данные иллюстрируют взаимосвязь между 

повышением уровня свободных рибосомных белков как регуляторов клеточного цикла, 

репарации и апоптоза и остановкой биогенеза рибосом – самого энергозатратного клеточного 

процесса, вызванной стрессом, которая уже упоминалась в предыдущем разделе. 

Интересно отметить, что, когда в клетке увеличивается уровень АФК, под ударом также 

оказывается и митохондриальная ДНК (мтДНК). В работе [169] авторы наблюдали прямую 

зависимость между уменьшением повреждений в мтДНК и накоплением белка uS3 в 

митохондриях. Для того чтобы проникнуть в митохондрии, белок uS3 должен связаться со 

специальным переносчиком – комплексом шаперонов Hsp70/Hsp90. Шаперон Hsp90 защищает 

uS3 от деградации в цитоплазме и связывается в комплекс с Hsp70, которому «передает» 

транспортируемый белок, при этом уровень связывания между Hsp70 и uS3 в присутствии АФК 

увеличивается, что приводит к накоплению uS3 в митохондриях. Таким образом, при 
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повышении содержания АФК в клетке, приводящем к повреждению мтДНК, белок uS3 

перемещается в митохондрии и участвует в репарации мтДНК, при этом уровень uS3 в 

митохондриях негативно коррелирует со степенью ассоциации белка с шапероном Hsp90 [169].  

Таким образом, рибосомные белки могут выполнять различные функции, связанные с 

ответом на повреждения ДНК, – как играть роль непосредственно фермента репарации, так и 

регулировать клеточные пути р53-MDM2, обуславливающие остановку клеточного цикла и 

апоптоз в ответ на повреждение ДНК при стрессах. Однако свойства ферментов репарации 

обнаружены всего у двух рибосомных белков и относительно хорошо изучены только для uS3, 

тогда как регуляторные функции (особенно способность взаимодействовать с MDM2) 

оказались присущими многим рибосомным белкам; вполне вероятно, что список рибосомных 

белков, имеющих подобные функции, будет далее расширяться.  

 

1.3. Участие рибосомных белков в контроле качества РНК  

В то время как в клеточном ответе на повреждение ДНК участвуют свободные 

рибосомные белки, в контроль качества РНК они вовлекаются только как составные части 

рибосомы. 

Принципиально важную роль в участии рибосомных белков в процессах, связанных с 

контролем качества мРНК, играет их специфическое убиквитинилирование. Этот тип 

модификации регулирует множество процессов, а не только деградацию, как считалось до 

недавнего времени (см., например, [196]). В NGD убиквитинилирование инициирует разборку 

трансляционных комплексов, образованных «застопорившимися» рибосомами, а в 

сопряженном с NGD пути RQC – деградацию «неправильного» укороченного пептида (см. 

раздел 1.1.4). В обоих случаях остаток убиквитина, прикрепленный к полипептиду, действует 

как сигнал, привлекающий факторы, которые запускают диссоциацию рибосом, и факторы, 

которые направляют «ошибочную» пептидную цепь в протеасому для деградации. В первом 

случае убиквитинилирование белков 40S субчастицы в «застопорившейся» рибосоме 

осуществляется, как уже упоминалось в разделе 1.1, с помощью ZNF598 (Hel2 у дрожжей) – 

убиквитин-лигазы класса Е3. 

Уникальная конформация димеров 40S-40S в составе «столкнувшихся» рибосом (рис. 

12) оказывается предпочтительной для проявления активности фермента ZNF598 [138, 197]. 

При этом убиквитинилированию (через остаток К63 убиквитина) подвергаются рибосомные 

белки uS10 по остаткам K6/8 [138, 143] и К4/8 [197], eS10 по остаткам K138/139 [197] и uS3 по 

остатку К212 [143] (нумерация остатка дана для дрожжевого uS3). Показано, что 

убиквитинилирование eS10 [197] и uS10 [143] действительно являются триггерами RQC и NGD, 

поскольку является необходимым условием для запуска этих процессов. С другой стороны, 
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убиквитинилирование uS3, происходящее при «столкновении» рибосом, как оказалось, не 

является необходимым для RQC и NGD, поскольку замена консервативного остатка K212 в uS3 

на неспособный убиквитинилироваться остаток аргинина не влияла на эффективность RQC у 

дрожжей [143], что вызывало вопросы о функциональном назначении этой модификации. 

Дальнейшие исследования [158] показали, что последовательное убиквитинилирование uS3 по 

К212 играет принципиально важную роль в другом процессе контроля качества РНК – NRD. На 

рибосомах, где трансляция остановилась вследствие ошибок при декодировании из-за 

повреждений в 18S рРНК, uS3 вначале моноубиквитинилируется (через остаток К63 

убиквитина) по К212 убиквитинлигазой Mag2, относящейся к классу Е3, а затем 

полиубиквитинилируется по этому же остатку другими Е3-убиквитинлигазами – Hel2 и Rsp5. 

Предполагают, что именно эти модификации запускают диссоциацию рибосом на субчастицы, 

промотируемую при NRD РНК-хеликазой Slh1 (Rqt2) [158], входящей в состав RQC (см. выше). 

 

Рисунок 12. Модель «застопорившихся» рибосом (PDB 6I7O). 40S субчастицы изображены 

оранжевым и желтым цветами, 60S – голубым и серым. мРНК выделена красным цветом. 
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Синим выделены тРНК в А-участке рибосомы, зеленым цветом – тРНК в P-участке рибосомы. 

Отмечен район «столкновения» соседних рибосом, представленный в увеличенном виде внизу. 

Белок uS3 выделен темно-фиолетовым цветом [138]. 

Рибосомные белки являются не только ключевыми участниками процессов запуска 

NGD, RQC и NRD, но и играют важную роль в эндонуклеазном расщеплении «застрявшей» 

мРНК при NGD. Так, моноубиквитинилирование белка eS7 E3-убиквитинлигазой Not4 (через 

остаток К63 убиквитина) с последующим полиубиквитинилированием убиквитинлигазой Hel2 

оказалось необходимой предпосылкой для расщепления мРНК с 5´-стороны от ее участка, 

«застрявшего» в рибосоме [138]. Кроме того, обнаружено, что консервативные остатки 

R116/117 в белке uS3, играющие ключевую роль в его взаимодействии с мРНК в рибосомном 

канале [198, 199], оказывают значительное влияние на реакцию эндонуклеазного расщепления 

«застрявшей» мРНК посредством пока еще неизученного механизма, хотя сам uS3 в эту 

реакцию не вовлекается [199]. Следует отметить, что имеется много данных о том, что в 

процессах RQC и NRD принимает участие рибосомный белок RACK1 (Asc1 в дрожжах), [142, 

197, 200], который осуществляет связь рибосомы с клеточными сигнальными путями [201]. 

Известно, что в 40S субчастице этот белок взаимодействует с С-концевым хвостом uS3, где 

находится его сайт убиквитинилирования К212 (в uS3 человека это К214), и что 

взаимодействие с uS3 имеет принципиально важное значение для выполнения белком RACK1 

своих функций [158, 202]. Поэтому неудивительно, что это взаимодействие вносит вклад в 

регуляцию процессов контроля качества РНК, ассоциированных с рибосомой. В частности, 

предполагают, что RACK1 физически сближает сайты убиквитинилирования рибосомных 

белков uS3 и uS10 для убиквитинлигазы ZNF598 при столкновении 40S субчастиц, делая их 

доступными для фермента [138, 142]. В пользу этого свидетельствуют данные о том, что при 

нокдауне RACK1 ожидаемая остановка трансляции не происходит и процесс продолжается 

вплоть до считывания поли(А) хвоста [138, 142, 155]. Считают также, что взаимодействие 

RACK1 с C-концевой областью uS3 играет важную роль в убиквитинилировании uS3 при 

распознавании дефектных 40S субъединиц на ранних стадиях NRD 18S рРНК [158]. 

Как уже упоминалось в разделе 1.1.4, пути удаления из клетки нефункциональной 

25S/28S рРНК (25S/28S NRD) существенно отличаются от путей удаления 18S рРНК, несмотря 

на наличие общих черт – убиквитинилирования рибосомных белков на начальных стадиях с 

помощью специфических убиквитинлигаз класса Е3 и последующей диссоциации рибосом на 

субчастицы. Однако в пути 25S/28S NRD задействован другой набор убиквитинлигаз в 

комплексе Rtt101-Mms1 [159], который узнает свои субстраты с участием белка Crt10 [203], а 

диссоциация рибосом на субчастицы, предшествующая направлению 60S субчастиц в 

протеасомы, происходит под действием комплекса Cdc48-Npl4-Ufd1 [160]. 
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Убиквитинилированию на начальной стадии этого пути подвергаются белки 60S субчастицы, 

причем в этом оказался задействованным остаток К48 убиквитина [160]. 

После убиквитинилирования белков 60S субчастицы, комплекс Cdc48-Npl4-Ufd1 

связывается с цепью убиквитина, способствует диссоциации рибосом. Предполагается, что 

полиубиквитинилирование позволяет направить 60S рибосомные белки неактивной 60S 

рибосомной субчастицы на деградацию в убиквитин-протеасомную систему, облегчая РНКазам 

доступ к 25S рРНК [160]. Интересно, что такая убиквитин-протеасомная система задействована 

только в 25S NRD, но не в 18S NRD [160]. По-видимому, эволюция выбрала различные 

механизмы для специфического устранения дефектных больших или малых субчастиц, потому 

что вероятность того, что обе субчастицы будут содержать дефектную рРНК, слишком мала. К 

сожалению, 25/28S NRD остается малоизученным – данные получены только в дрожжевых 

системах, и рибосомные белки 60S субчастицы, убиквитинилирование которых запускает 

процесс, остаются не идентифицированными. 

 

1.4. Биомедицинские аспекты участия рибосомных белков в репарации ДНК 

и контроле качества РНК 

В предыдущих главах были представлены данные об участии рибосомных белков в 

процессах, имеющих первостепенное значение в жизни клетки, – в регуляции процессов 

репарации ДНК и утилизации поврежденной ДНК в процессе апоптоза, а также в контроле 

качества матричной и рибосомной РНК. Поэтому неудивительно, что их «деятельность» 

ассоциирована с различными заболеваниями, развитие которых связано с нарушениями 

упомянутых процессов. Так, дефекты в системах репарации ДНК могут приводить к 

нарушению клеточного метаболизма, что, в свою очередь, приводит к таким заболеваниям, как 

нейродегенеративные расстройства и рак (см., например, [117]). Получены многочисленные 

данные о том, что гены многих рибосомных белков сверхэкспрессируются в раковых клетках 

[204, 205], однако пока нет ясного понимания молекулярных механизмов и путей, связывающих 

сверхэкспрессию этих генов и канцерогенез. 

Как уже было сказано выше, рибосомные белки могут участвовать в регуляции апоптоза 

и клеточного цикла; подобные функции были выявлены у целого ряда рибосомных белков. 

Среди них uS3 (S3) [6, 7, 174, 206, 207], uS19 (S15) [191], eL37 (L37) [191, 208], uS10 (S20) [191], 

uL18 (L5), uL5 (L11), uL14 (L23) [209], eS7 (S7) [189], uS11 (S14) [210], eS25 (S25) [211], eS26 

(S26) [190], eS27 (S27) [212],uL24 (L26) [213] и uL4 (L4) [214]. Вовлечение рибосомных белков 

(например, uS19 (S15), uS10 (S20) и eL37 (L37) [191]) в регуляцию вышеуказанных событий 

может быть прямо связано с их участием в пути MDM2-p53, который включает важнейший 
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супрессор опухолей р53, являясь основным в клеточном ответе на повреждение ДНК (см. 

предыдущий раздел 1.2.3). Поэтому представляется вполне вероятным, что данные функции 

рибосомных белков имеют непосредственное отношение к канцерогенезу. В работе [191] 

показано, что, связываясь с Е3 убиквитинлигазой MDM2, рибосомные белки блокируют ее и 

тем самым препятствуют деградации р53, в результате чего происходит чрезмерное накопление 

р53, ведущее к остановке клеточного цикла. В этой же работе факт физического 

взаимодействия между MDM2 и белками uS10 и uS19 был подтвержден данными о способности 

последних ко-иммунопреципитировать с MDM2; помимо этого, были получены свидетельства 

того, что пути, по которым происходит блокирование деградации р53, для каждого из этих 

белков имеют свои характерные особенности. Позже прямое взаимодействие uS19 с MDM2 

было экспериментально подтверждено в исследованиях in vivo, направленных на изучение 

взаимосвязи между мутациями в гене RPS15, кодирующем uS19, и хроническим 

лимфолейкозом [215]. Установлено, что мутации в его гене приводят к нарушениям в 

регуляции экспрессии ТР53 и связаны с агрессивными формами лимфолейкоза [215]; на этом 

основании uS19 рассматривается как один из вновь обнаруженных драйверов канцерогенеза 

[216]. Однако остается неясным, что является причиной связи мутаций в uS19 и лимфолейкозом 

– нарушения внерибосомных функций белка или дефекты в работе рибосом, собранных с 

участием мутантного белка. 

Несмотря на давно известную взаимосвязь между рядом рибосомных белков и 

канцерогенезом, до сих пор они не нашли практического применения в качестве онкомаркеров 

при диагностике злокачественных опухолей или мишеней для действия противораковых 

препаратов, и исследования в этом направлении только разворачиваются. Для белка uS3 к 

настоящему времени получены результаты, позволяющие рассчитывать на практическое 

применение в биомедицине в обозримом будущем; краткий обзор результатов 

соответствующих исследований приведен ниже. 

Было показано, что рибосомный белок uS3 в миелоидной лейкемогенной клеточной 

линии FDC-P1 связывает белок латексин, который при гамма-облучении увеличивает уровень 

повреждения ДНК, вызывая дефекты в формировании митотического веретена и 

дестабилизируя хромосомы, что приводит лейкозные клетки к вырождению (дегенерации); тем 

самым латексин усиливает действие облучения на раковые клетки [217]. Белок uS3, как было 

сказано выше, способствует репарации ДНК в самых различных видах клеток. Связывание 

латексина с uS3 ингибирует транспорт последнего в ядро, тем самым блокируя развитие 

клеточного цикла и индуцируя гибель раковых клеток. Еще одно интересное исследование 

связано с радиорезистентностью клеток глиобластомы [218]. Было обнаружено, что при 

облучении раковых клеток uS3 перемещается в ядро, где подвергается убиквитинилированию 
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Е3 убиквитин-лигазой RNF138 (содержащий домен «цинкового пальца») с последующей 

деградацией, причем этот процесс связан с резистентностью клеток глиобластомы к 

облучению. В отсутствие RNF138 в клетках ядерный uS3 взаимодействует с DDIT3 (DNA 

damage-inducible transcript 3) – критически важным регулятором апоптоза, вызываемого 

стрессом, приводя к гибели облученных клеток [218]. На основании этих данных было сделано 

предположение, что RNF138 может быть потенциальной мишенью для противораковых 

агентов. 

Сообщалось, что uS3 способствует развитию остеосаркомы. В опухолевых клетках 

происходит активация группы факторов транскрипции GLI для последующей индукции генов-

мишеней. В клетках остеосаркомы геном-мишенью для фактора транскрипции GLI2 является 

RPS3. Таким образом, повышенная наработка фактора транскрипции GLI2 связана с 

повышенной экспрессией гена белка uS3 [219]. Показано, что uS3 способствует онкогенезу и 

повышает устойчивость злокачественных клеток к противораковому лечению за счет 

специфических внерибосомных взаимодействий, а также способствует их инвазии [219]. Все 

это позволяет рассматривать данный белок в качестве мишени для действия противораковых 

агентов. С другой стороны, белок uS3 способствует выживаемости «здоровых клеток» при 

пигментной ксеродерме [175], а также замедлению старения клеток кожи [220], что указывает 

на потенциальную возможность использования средств, повышающих уровень экспрессии гена 

RPS3, в терапевтических целях для предотвращения старения клеток кожи и последствий их 

УФ-облучения. 

В качестве потенциальной мишени для действия противораковых агентов также можно 

рассматривать и рибосомный белок uL16 (L10). Эта точка зрения основана на данных, 

показывающих, что uL16 накапливается в клетках пациентов, больных эпителиальным раком 

яичников, тем самым увеличивая жизнеспособность этих клеток и способствуя их 

пролиферации [221]. Кроме того, было обнаружено, что в клетках другого типа рака 

(поджелудочной железы) не происходит накопления uL16, однако нокдаун соответствующего 

гена приводит к остановке клеточного цикла в S фазе [223, 222]. В последнем случае оказалось, 

что в раковых клетках белок локализуется не только в ядре и цитоплазме, но также в 

митохондриях. Нокдаун uL16 снижал активность митохондриального комплекса I, что, в свою 

очередь, приводило к снижению концентрации ATP в раковой клетке [222], которая 

испытывает повышенную по сравнению с нормальными клетками потребность в ATP и его 

предшественниках [224, 225]. Участвуя таким образом в производстве ATP, uL16 может влиять 

на белки OSGIN1 и HMOX1, которые вовлекаются в окислительно-восстановительный 

гомеостаз, что в свою очередь, влияет на баланс АФК [222], содержание которых в клетке 

прямо коррелирует с уровнем повреждения нуклеиновых кислот. 
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Взаимосвязь между накоплением повреждений в мРНК и старением, а также развитием 

некоторых хронических нейродегенеративных заболеваний, известна довольно давно. Так, 

высокий уровень 8-oxo-G наблюдали в нейронах гиппокампа, субикулюма, энторинальной 

коры, а также лобного, височного и затылочного неокортекса в аутоптических тканях мозга 

пациентов, страдающих болезнью Альцгеймера [84]. Аналогичные результаты были получены 

у старых крыс с потерей памяти [90]. Существенно повышенный уровень окислительных 

повреждений был выявлен в нейрональной РНК в коре головного мозга людей на переходных 

стадиях от нормального пожилого возраста до начала болезни Альцгеймера [226]. То же самое 

наблюдали в РНК из образцов мозга пациентов с деменцией с тельцами Леви [227], болезнью 

Крейтцфельдта-Якоба [228] и подострым склерозирующим панэнцефалитом [229]. 

В основе взаимосвязи между развитием нейродегенеративных заболеваний и старением с 

накоплением повреждений в РНК, по-видимому, лежат нарушения в регуляции трансляции с 

участием поврежденных мРНК и рРНК, связанные с дефектами в системе контроля качества 

РНК (см. раздел 1.3). Дефекты контроля качества мРНК и синтезируемых пептидов 

(соответственно, NGD и RQC, см. раздел 1.3) приводят к накоплению поврежденных мРНК [92, 

230], при трансляции которых образуются аберрантные укороченные белки с «неправильной» 

пространственной структурой, легко агрегирующие друг с другом [231]. Агрегация белков – это 

аномальная ассоциация неправильно свернутых белков в нерастворимые белковые структуры 

[232]. Именно образование подобного рода агрегатов, которые клетки неспособны расщеплять, 

связывают с такими патологиями, как болезни Альцгеймера, Паркинсона и Хантингтона [231, 

233, 234]. В частности, при болезни Альцгеймера наблюдают накопление белковых структур, 

состоящих в основном из трансмембранного белка бета-амилоида и называемых по-другому 

амилоидными бляшками [235]. Как уже говорилось в предыдущем разделе 1.3, белки uS3, uS10 

и eS10 в составе транслирующей рибосомы являются ключевыми участниками начальных 

стадий NGD и RQC. Поэтому можно ожидать, что мутации в генах этих белков, затрагивающие 

их способность участвовать в процессах контроля качества мРНК и синтезированных пептидов, 

будут также вносить вклад в развитие нейродегенеративных заболеваний, хотя, насколько 

можно судить по доступным на сегодняшний день данным, соответствующего подтверждения 

пока не получено. Интересно также упомянуть сделанное достаточно давно предположение о 

том, что белок uS3 может сканировать мРНК на предмет поиска АП-сайта и последующей 

инактивации мРНК или ее расщепления по этому сайту по аналогии с его взаимодействием с 

поврежденной ДНК [236]. Однако последующих исследований, позволяющих подтвердить либо 

опровергнуть данное предположение, проведено не было. Наконец, имеются данные о 

вероятной взаимосвязи между повреждениями в РНК с одной стороны и канцерогенезом и 
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атеросклерозом с другой (см., например, [237]), однако роль рибосомных белков в этой 

взаимосвязи пока остается неизученной. 

 

1.5. Заключение 

Таким образом, на сегодняшний день получен целый ряд данных об участии 

рибосомных белков в процессах, связанных с клеточными ответами на повреждение 

нуклеиновых кислот. При повреждении ДНК многие белки, будучи вне рибосом, участвуют в 

регуляции клеточного цикла, апоптоза и репарации ДНК в путях, ключевыми участниками 

которых являются фактор транскрипции р53 – важнейший супрессор опухолей и Е3 

убиквитинлигаза MDM2, отвечающая за деградацию р53 в нормальных клетках в отсутствие 

стресса и поддержание его концентрации на минимальном уровне. Способ вовлечения 

некоторых белков (например, uS10 и uS19) в эти пути установлен; показано, что, связываясь с 

MDM2, они ингибируют ее действие и тем самым вызывают повышение уровня р53 в клетках. 

Способность непосредственно участвовать в процессе репарации ДНК в качестве фермента, 

взаимодействующего с ее поврежденными звеньями, хорошо подтверждена и достаточно 

изучена только для одного семейства рибосомных белков – консервативного во всех царствах 

семейства uS3. Однако молекулярные аспекты функционирования uS3 в эксцизионной 

репарации ДНК остаются по большей части неизученными. Неясно, есть ли у белка 

предпочтения во взаимодействии с теми или иными последовательностями и/или структурными 

мотивами ДНК; неизвестно, в каких участках геномной ДНК uS3 связывается в живых клетках; 

практически отсутствует информация о строении активного центра uS3 как АП-лиазы и т.д. 

Рибосомные белки участвуют также в клеточном ответе на повреждения РНК (мРНК и 

рРНК), но только в качестве компонентов рибосомы. Они играют важную роль на начальных 

стадиях процессов NGD, RQC и NRD, которые инициируются остановкой трансляции, 

вызванной повреждением мРНК или рРНК, и ведут, в конечном счете, к утилизации 

поврежденных РНК и укороченных «недосинтезированных» полипептидов. Запуск этих 

процессов начинается со специфического убиквитинилирования рибосомных белков в 

результате распознавания соответствующими убиквитинлигазами необычной конформации 

димеров дисом 40S-40S, образующихся при «столкновении» соседних рибосом. Определены 

пока только белки 40S субчастицы, запускающие NGD и RQC, тогда как белки 60S субчастицы, 

участвующие в начальной стадии NRD 25S/28S рРНК, остаются не идентифицированными. 

Интересно, что роль uS3 в начальных стадиях NGD сводится не только к его 

убиквитинилированию при остановке трансляции. Этот белок оказывает значительное влияние 

на эндонуклеолитическое расщепление «застрявшей» на рибосоме мРНК и, возможно, 
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взаимодействует с АП-сайтами в мРНК аналогично тому, как это происходит в случае ДНК; 

последняя гипотеза пока остается непроверенной. 

Из всех рибосомных белков uS3 резко выделяется самым богатым набором функций, 

имеющих прямое отношение к клеточным ответам на повреждения и в ДНК, и в РНК, хотя 

молекулярные аспекты процессов, посредством которых uS3 участвует в этих ответах, остаются 

в значительной степени неясными. Этим обусловлены основные цели настоящей 

диссертационной работы, связанные с определением участков связывания изолированного uS3 

в геномной ДНК в составе хроматина и критериев выбора белком участков для взаимодействия 

с ДНК, а также с выяснением способности uS3 в составе рибосомы участвовать в контроле 

качества мРНК посредством взаимодействия с АП-сайтами. 
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ГЛАВА 2. МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

2.1. Материалы 

В данной работе использованы следующие материалы. 

Реактивы: гепарина натриевая соль (AppliChem), циклогексимид (Fluka BioChemika), 

дезоксихолат натрия (Panreac), сахароза (Panreac), пуромицин дигидрохлорид из Streptomyces 

alboniger (Sigma-Aldrich), лизоцим из белка куриного яйца (ICN Biomedicals), глицерин 

(AppliChem), перйодат натрия (Fluka BioChemika), цианоборгидрид натрия (MilliporeSigma), 

гемин (Sigma-Aldrich), бромциан (CNBr, Fluka) или 2-нитро-5-тиоцианобензойная кислота 

(NTCB, Sigma-Aldrich), гликоген (ThermoFisher), анизомицин из Streptomyces griseolus (Sigma-

Aldrich), негидролизуемый аналог GTP – гуанозин 5’-(-метилен-трифосфата (GMPPNP) 

фирмы Sigma-Aldrich. 

Материалы и наборы: нитроцеллюлозная мембрана Protran Premium 0.45 мкм 

(Amersham), хроматографическая бумага Whatman Grade 3мм (Sigma-Aldrich), Ni-NTA агароза 

(Sigma-Aldrich), мембрана с номинальным отсечением по молекулярной массе в диапазоне 

8000-15000 Да (Serva), колонка хроматографическая N 5154 с сорбентом ProntoSIL 120-5 С18 

(Эконова), магнитные частицы Dynabeads с белком G (Invitrogen). 

Ферменты: рекомбинантная полинуклеотидкиназа фага Т4 получена в лаборатории 

биоорганической химии ферментов ИХБФМ СО РАН (20 ед. акт./мкл), урацил-ДНК-

гликозилаза Escherichia coli (E. coli) любезно предоставлена к.х.н Антоном Ендункиным 

(Лаборатория геномной и белковой инженерии ИХБФМ СО РАН), микрококковая эндонуклеаза 

(Sigma), Т4 РНК-лигаза (SibEnzyme), ингибитор рибонуклеаз Ribolock (ThermoFisher). 

Антитела и антисыворотки: антитела против белка uS3 кролика (ab140676, Abcam), 

вторичные антитела к IgG кролика (Sigma-Aldrich). 

Меченые рибонуклеозидтрифосфаты и тРНК: [
32

P]ATP и [
32

P]pCp синтезированы в 

Лаборатории биотехнологии ИХБФМ СО РАН; [
14

C]Phe-тРНК
Phe

 (1300 пмоль/ОЕ260) и 

деацилированные тРНК
Phe

 и тРНК
Val

 любезно предоставлены доктором В.И. Катуниным (НИЦ 

«Курчатовский институт» Санкт-Петербургского института ядерной физики им. Б.П. 

Константинова); 8-оксогуанин (8-oxo-G), уридин (U) и тетрагидрофуран (THF) (Glen Research, 

Стерлинг, Вирджиния, США), [
35

S]-метионин (American Radiolabeled Chemicals Inc.). 

Составы стандартных растворов и буферов: буфер электродный Лэммли (25 мМ 

Трис-HCl, pH 8.3, 0.1% SDS и 0.2 M глицин), буфер электродный TBE (89 мМ Трис, 89 мМ 

H3BO3 и 2 мМ EDTA, pH 8.0). 

 

Таблица 1. Составы стандартных растворов и буферов, использованных в работе. 
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Буфер I 20 мМ Трис-HCl, pH 7.5, 125 мМ KCl, 10 мМ MgCl2, 0.5 мМ EDTA и 10 мМ β-

меркаптоэтанол 

Буфер II 20 мМ Трис-HCl, pH 7.5, 100 мМ NH4Cl, 3 мМ MgCl2, 0.15 мМ EDTA и 5 мМ β-

меркаптоэтанол 

Буфер III 20 мМ Трис-HCl, pH 7.5, 100 мМ KCl, 3 мМ MgCl2, 0.15 мМ EDTA и 10 мМ β-

меркаптоэтанол 

Буфер IV 20 мМ Трис-HCl, pH 7.5, 500 мМ KCl, 3 мМ MgCl2, 0.15 мМ EDTA и 10 мМ β-

меркаптоэтанол 

Буфер А 20 мМ HEPES-KOH, pH 7.5, 120 мМ KCl, 13 мМ MgCl2 и 0.6 мМ EDTA 

Буфер X 10 мМ Трис-HCl, рН 7.5, 10 мМ KCl и 2 мМ MgCl2 

Буфер Y 10 мМ Трис-HCl, рН 7.5, 10 мМ KCl, 2 мМ MgCl2, 0.05% Тритон Х-100, 1 мМ 

EGTA, 1 мМ дитиотреитол (ДТТ), 40 мкг/мл PMSF и 10 мкл/мл коктейль 

ингибиторов протеаз 

Буфер Z 25 мМ Трис-HCl, pH 7.5, 1 мМ ДТТ, 2 мМ EDTA, 0.05% NP40, 1 мМ NaF, 40 

мкг/мл PMSF, 5 мкл/мл коктейль ингибиторов протеаз и 0.1 ед. RNasin 

Буфер W 25 мМ Tris-HCl, pH 7.5, 100 мМ KCl, 1 мМ ДТТ и 2 мМ EDTA 

Буфер O 20 мМ HEPES-KOH, pH 7.5, 20 мМ имидазол, 150 мМ NaCl, 0.5% Тритон Х-100, 

10 мМ MgCl2, 10 мМ β-меркаптоэтанол, 2 ед/мл ДНКазы I и 2 мМ PMSF 

Equilibration 

buffer 

20 мМ HEPES-KOH, pH 7.5, 20 мМ имидазол, 50 мМ NaCl и 2 мМ PMSF 

Elution 

buffer 

20 мМ HEPES-KOH, pH 7.5, 400 мМ имидазол, 50 мМ NaCl и 2 мМ PMSF 

Буфер 

Dialysis 

60 мМ HEPES-KOH, pH 7.5, 100 мМ KCl, 2 мМ ДТТ и 2 мМ PMSF 

Буфер Б 30 мМ HEPES-KOH, pH 7.5, 50 мМ KCl, 0.5 мМ EDTA, 1 мМ ДТТ и 5% глицерин 

Буфер В 10 мМ HEPES-KOH, pH 7.5 и 1 мМ EDTA 

Буфер Г 25 мМ HEPES-KOH, pH 7.5, 72 мМ KCl, 4.5 мМ MgCl2, 0.6 мМ ДТТ, 0.6 мМ 

PMSF и 30% глицерин 

Буфер Д 20 мМ Трис-HCl, рН 7.5, 300 мМ KCl, 3 мМ MgCl2, 0.15 мМ EDTA и 6 мМ β-

меркаптоэтанол 

Буфер Е 20 мМ HEPES-KOH, pH 7.5, 100 мМ KCl, 10 мМ MgCl2 и 0.05% Tween-20 

Буфер К 0.2 г/л креатинфосфокиназа, 20 мМ HEPES-KOH, pH 7.5, смесь 20 аминокислот 

(0.25 мМ каждая), 0.5 мМ спермин, 2 мМ ДТТ, 10 мМ креатинфосфат натрия, 2 

мМ рибо-ATP, 0.5 мМ рибо-GTP, 0.25 мМ рибо-CTP, 125 мМ KCl и 3 мМ MgCl2 
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Буфер Л 20 мМ HEPES- KOH, рН 7.5, 100 мМ KCl, 3 мМ MgCl2, 0.15 мМ EDTA и 10 мМ 

β-меркаптоэтанол 

Буфер М 150 мМ NaOAc, рН 5.0 и 10 мМ CuSO4 

буфер для 

образцов 

Лэммли 

60 мМ Трис-HCl, рН 7.5, 20% глицерин, 2% SDS, 1% β-меркаптоэтанол и 0.05% 

бромфеноловый синий  

Буфер Л 4.9 М формамид и 0.2 М триэтиламмонийацетат, рН 8.0 

 

Культивирование клеток E. coli: среда LB (пептон 10 г/л, 5 г/л дрожжевой экстракт и 

10 г/л NaCl), ампициллина натриевая соль (AppliChem) и изопропил-β-D-тиогалактопиранозида 

(IPTG) (Sigma-Aldrich). 

В работе использованы компьютерные программы: GraphPad Prism, Quantity One и 

CLC GW 9.5 (Qiagen). 

Используемые в работе олигодезоксирибонуклеотиды синтезированы в группе 

олигонуклеотидного синтеза Лаборатории медицинской химии ИХБФМ СО РАН (таблица 2), 

олигорибонуклеотиды синтезированы в Лаборатории химии РНК ИХБФМ СО РАН (таблица 3). 

 

Таблица 2. Список олигодезоксирибонуклеотидов, использованных в работе. «Furan» 

представляет тетрагидрофурановое кольцо вместо нуклеотидного звена. 

Название Последовательность 

ssAP 5´ – CTCTCCCTTC- dU -CTCCTTTCCTCT – 3´ 

G 5´ – CTCTCCCTTC- G -CTCCTTTCCTCT – 3´ 

THF 5´ – CTCTCCCTTC- Furan -CTCCTTTCCTCT – 3´ 

8oxoG 5´ – CTCTCCCTTC-8oxoG-GCTCCTTTCCTCT – 3´ 

dsAP 5´ – C TC T CCC
 
T TC

 
- dU -C TCC T T TCC TC T  – 3´ 

3´ – GAGAGGGAAG-   C   -GAGGAAAGGAGA – 5´ 

Cons 5´ – TGGAATGGAATGGAATGGAATGGAA – 3´ 

K 5´ – AAGGTAAGGTAAGGTAAGGTAAGGT – 3´ 

AP-Cons1 5´ – TGGAATGGAAT- dU -GAATGGAATGGAA – 3´ 

AP-Cons2 5´ – TGGAATGGAATG- dU -AATGGAATGGAA – 3´ 

AP-K1 5´ – AAGGTAAGGTA- dU -GGTAAGGTAAGGT – 3´ 

AP-K2 5´ – AAGGTAAGGTAA- dU -GTAAGGTAAGGT – 3´ 

 

Таблица 3. Список олигорибонуклеотидов, использованных в работе. «AP» обозначает АП-

сайт с защитной 2-нитробензильной группой. 

Название Последовательность 
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АП-мРНК23 5´ – UUCGACAACAAACACAACAAAC-AP – 3´ 

мРНК23 5´ – UUCGACAACAAACACAACAAAC-A – 3´ 

АП-мРНК30 5´ – UUCGACAACAAACACAACAAAGGAAUAAC-AP – 3´ 

мРНК30 5´ – UUCGACAACAAACACAACAAAGGAAUAAC-A – 3´ 

мРНК К 5´ – GCCGCCACCAUGUUCUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUU – 

3´ 

мРНК24 5´ – GCCGCCACCAUGUUCUUUUUUUUUUUUUUUUU-AP-UUUUUUUUUUU 

– 3´ 

мРНК30 5´ – GCCGCCACCAUGUUCUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUU-AP-UUUUU 

– 3´ 

мРНК35 5´ – GCCGCCACCAUGUUCUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUUU-AP – 

3´ 

 

2.2. Методики эксперимента 

2.2.1. Выделение рибосомных субчастиц 40S, 60S и пре-40S 

Рибосомные 40S и 60S субчастицы с интактной рРНК выделяли из незамороженной 

плаценты человека. Промежуток времени между родами и гомогенизацией ткани не превышал 

20 мин. Плаценту немедленно погружали в 500 мл буфера, охлажденного до 4ºС. Не позже, чем 

через 20 мин после родов, плаценту резали на кусочки по 25-30 г, освобождаясь при этом от 

оболочек и соединительной ткани, отмывали от крови в буфере I и суспендировали при 4
о
С в 

равном по весу количестве буфера I, содержащего 8.5% сахарозу, 1 г/л гепарина и 0.05 г/л 

циклогексимида. Полученный гомогенат центрифугировали на центрифуге «Beckman Avanti J-

30I» (ротор JLA 16.250) при 4
о
С и 13000 об/мин в течение 30 мин. К постмитохондриальному 

супернатанту (надосадочная жидкость) добавляли дезоксихолат натрия (фирмы Sigma-Aldrich) 

в виде 10%-ого водного раствора до конечной концентрации 1% и перемешивали в течение 40 

мин при 4
о
С. Постмитохондриальный супернатант, обработанный дезоксихолатом, наносили на 

сахарозную подушку (35%-ный раствор сахарозы в буфере II) и центрифугировали при 4
о
С 20 ч 

(ультрацентрифуги «Beckman Optima XE-90», «Beckman Optima L-90K», или «Beckman L8-

70M», роторы SW-28, 24000 об/мин). По окончании центрифугирования супернатант осторожно 

сливали, а осадок полисом гомогенизовали при 4
о
С в 8 мл буфера III в стеклянном 

гомогенизаторе и инкубировали 10 мин при 0
о
С; не растворившийся материал удаляли 

центрифугированием (центрифуга «Beckman Avanti J-30I», ротор JLA 30.50, 17000 об/мин, 30 

мин, 4
о
С). К полученному раствору полисом добавляли пуромицин (фирмы Fluka) до конечной 

концентрации 0.5 мМ и выдерживали в течение 10 мин при 0
о
С. Затем к раствору добавляли по 
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каплям при постоянном перемешивании 3 М KCl до конечной концентрации 0.5 М. После 

инкубации раствора 45 мин при 37
о
С его наносили на линейный градиент плотности сахарозы 

(10-30%) в буфере IV с последующим центрифугированием 19 ч при 4
о
С (ультрацентрифуги 

«Beckman Optima XE-90»  или «Beckman Optima L-90K», роторы SW-28, 20000 об/мин). 

Фракции, соответствующие 40S и 60S субчастицам, собирали, и субчастицы осаждали из 

фракций центрифугированием (центрифуга «Beckman Optima XE-90», ротор SW-28, 24000 

об/мин, 20 ч, 4ºС), предварительно повысив концентрацию Mg
2+

 в них до 15 мМ и снизив 

концентрацию KCl до 120 мМ. Осадки субчастиц растворяли в воде обычно до концентрации 

80-120 ОЕ260/мл и полученные растворы хранили в жидком азоте порциями по 20 мкл. 

Перед использованием 40S и 60S субчастицы реактивировали инкубацией в буфере А в 

течение 10 мин при 37°С, затем осветляли при комнатной температуре в течение 1 мин при 

14000 об/мин. Для получения 80S рибосом реактивированные и осветленные субчастицы 

смешивали в мольном соотношении 40S:60S = 1:1,5 и инкубировали 10 мин при комнатной 

температуре; активность 80S рибосом в поли(U)-зависимом связывании [
14

C]Phe-тРНК
Phe

 

составляла около 80% (что соответствует уровню связывания около 1,6 моль Phe-тРНК
Phe

 на 1 

моль рибосом). В отсутствие поли(U) уровень связывания составлял менее 0.05 моль [
14

C]Phe-

тРНК
Phe 

на 1 моль 80S рибосом. 

Пре-40S субчастицы были выделены Ивановым А.В. (ЛСФР ИХБФМ СО РАН) из ядер, 

полученных из 40×10
6
 клеток HEK293T по методике, описанной в работе [238]. Вкратце, 

собранные клетки промывали 1 мл буфера X, а затем помещали в буфер Y и инкубировали в 

течение 20 мин при 0°С. После этого клетки пропускали через стерильную инъекционную иглу 

27G×1/2” и центрифугировали в течение 5 мин при 4°C (центрифуга «Eppendorf 5430R», ротор 

FA-45-30-11, 700×g). Осадок ресуспендировали в 0,5 мл буфера Z, обрабатывали ультразвуком 

2 раза по 10 сек при 22 МГц и центрифугировали в течение 10 мин при 4°C (центрифуга 

«Eppendorf 5430R», ротор FA-45-30-11, 13000×g). Полученный супернатант наносили на 

линейный градиент плотности сахарозы (10-30%) в буфере W и центрифугировали в течение 3 

ч при 4°C (ультрацентрифуга «Beckman Optima L-90K», ротор SW-40, 36000 об/мин). 

Градиентные фракции, содержащие пре-40S субчастицы, собирали, и субчастицы осаждали 

центрифугированием в течение 17 ч при 4°C (ультрацентрифуга «Beckman Optima L-90K», 

ротор SW-60, 48000 об/мин). 

 

2.2.2. Выделение рекомбинантного рибосомного белка uS3 

Рекомбинантный uS3 (rec-uS3), содержащий на N-конце хвост, включающий 6 остатков 

гистидина, получали из штамма клеток E. coli BL21 (DE3), трансформированного вектором 

pET-15b со вставленной кДНК uS3 человека (любезно предоставленным д.х.н. А.А. 
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Малыгиным, ЛСФР ИХБФМ СО РАН) [239]. Штамм выращивали в 0,4 л среды LB, 

содержащей 100 мг/л ампициллина, в течение 12 ч при 37°. Затем синтез белка индуцировали 

добавлением IPTG до конечной концентрации 1 мМ и продолжали выращивание штамма при 

18°C в течение 6 ч. Клетки собирали центрифугированием и ресуспендировали в 10 мл 

ледяного буфера O с последующей инкубацией с 1 мг/мл лизоцима в течение 30 мин на льду. 

Наконец, клетки обрабатывали ультразвуком на льду с частотой 44 МГц, а клеточный дебрис 

отделяли центрифугированием при 7000×g в течение 20 мин. 

Для очистки rec-uS3 клеточный лизат наносили на колонку, заполненную 1 мл Ni-NTA 

агарозы (Sigma-Aldrich), предварительно уравновешенную раствором Equilibration buffer. 

Колонку промывали 10 мл того же буфера, но с 500 мМ NaCl, и белки элюировали 10 мл 

раствора Elution buffer. Полученный белковый раствор подвергали диализу при 4°C в течение 

12 ч против буфера Dialysis с использованием мембраны с номинальным отсечением по 

молекулярной массе в диапазоне 8000-15000 Да (Serva), разбавленной равным объемом 

глицерина и хранили при -20°С. Концентрация белка в растворе составляла около 0,06 мг/мл 

(~2 мкМ). Для проверки его чистоты наработанный белок разбавляли в буфере для образцов 

Лэммли, грели 10 мин при 80
о
С и разделяли в 12%-ном полиакриламидном геле (ПААГ) в 

присутствии 0.1%-ного SDS. 

 

2.2.3. Получение олигонуклеотидов, содержащих АП-сайт и другие модифицированные 

звенья 

Модельные ДНК – 23-звенные олигодезоксирибонуклеотиды, содержащие остатки 8-

оксогуанина (8-oxo-G), уридина (U) или тетрагидрофурана (THF), были синтезированы из 

коммерчески доступных фосфорамидитов (Glen Research, Стерлинг, Вирджиния, США), 

очищены и охарактеризованы в лаборатории медицинской химии ИХБФМ СО РАН. Очистку 

олигомеров проводили с помощью обращенно-фазовой ВЭЖХ и последующего электрофореза 

в 20%-ном ПААГ в присутствии 8М мочевины. В очищенные модельные ДНК вводили метку 

32
P по 5’-концу с помощью T4-полинуклеотидкиназы (Biosan, Новосибирск, Россия) и [γ-

32
P]ATP в соответствии с инструкциями производителя, и обессоливали с помощью 

микроколоночной ВЭЖХ на колонке с сорбентом NenSorb C18 (DuPont, Уилмингтон, Делавэр, 

США).  

Для получения модельных одноцепочечных (оц) ДНК, содержащих АП-сайт (АП-ДНК), 

соответствующий меченый олигомер, содержащий остаток дезоксиуридина, обрабатывали 2.5 

ед. урацил-ДНК-гликозилазы E. сoli (любезно предоставлена к.х.н А. Ендункиным, 

Лаборатория геномной и белковой инженерии ИХБФМ СО РАН), на 100 пмоль 

олигонуклеотида непосредственно перед использованием в течение 30 мин при 37°С в буфере 
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Б. Для получения модельной двуцепочечной (дц) АП-ДНК меченый олигомер, содержащий 

остаток дезоксиуридина (45 мкМ), отжигали с комплементарным ему олигомером (90 мкМ) в 6 

мкл буфера В в течение 2 мин при 95°С. Затем смесь инкубировали 5 мин при 37°С и 30 мин 

при 25°С. Наконец, полученный дуплекс ДНК обрабатывали урацил-ДНК-гликозилазой E. сoli, 

как описано выше, и полученную двуцепочечную АП-ДНК сразу же использовали. 

Олигорибонуклеотиды AAUAAAUAU и AAUAAAUUC, окисленные перйодатом натрия до 

диальдегида по 3’-концевой рибозе, получали, как описано ранее [240].  

Синтетические 23-, 30- и 44- звенные мРНК, содержащие фотолабильную 2-

нитробензильную группу в положении С1’ в пентозном кольце, лишенном гетероциклического 

основания, были получены в лаборатории химии РНК Мещаниновой М.И. Их мечение 
32

Р по 5´-

концу проводили, как описано выше. Защитную группу с АП-сайта на 3´-конце аналога мРНК 

удаляли облучением мягким УФ светом (λ > 290нм) на приборе UVP SpotCure в течение 2 мин в 

условиях, описанных в [241]. 

 

2.2.4. Сшивка 40S субчастиц, пре-40S частиц или rec-uS3 с модельными ДНК  

Сшивку меченых 
32

P оц-ДНК или дц-АП-ДНК (1 мкM) с 40S субчастицами рибосом (3 

мкМ) проводили инкубацией соответствующей смеси в буфере А при 25
о
С в течение 1 ч с 

последующим добавлением 50 мМ цианоборгидрида натрия NaBH3CN до конечной 

концентрации 5 мМ и инкубацией в течение 1 ч при 37
о
С. В некоторых экспериментах 40S 

субчастицы предварительно сшивали с диальдегидным производным нанорибонуклеотида 

AAUAAAUUC (см. раздел 2.2.7), затем данные комплексы (с концентрацией 40S субчастиц 1.75 

мкМ) инкубировали с меченой 
32

P оц-АП-ДНК в концентрации 0.6 мкМ в условиях, описанных 

выше, с последующей обработкой реакционной смеси цианоборгидридом натрия для 

стабилизации сшивок. В экспериментах с пре-40S частицами их инкубировали в буфере А в 

концентрации 0.33 мкМ с мечеными 
32

P оц-АП-ДНК в концентрации 0.33 мкМ в течение 1 ч 

при 25
о
С, затем реакционную смесь обрабатывали NaBH3CN и инкубировали при 37

о
С, как 

описано выше. Рибосомный материал осаждали добавлением 0,8 объема охлажденного этанола, 

выдерживали 10 мин при -20
0
С.  

Сшивку rec-uS3 с мечеными 
32

P оц- и дц-АП-ДНК проводили инкубацией белка (0.6 

мкM) с 0.1 мкM оц- или дц-ДНК в буфере Г в течение 1 ч при 25
о
С с дальнейшим добавлением 

NaBH3CN и инкубацией, как описано в разделе 2.2.4. В экспериментах с rec-uS3 белок осаждали 

шестью объемами ацетона. Осадок отделяли центрифугированием (центрифуга «Eppendorf 

5403», 12500 об/мин, 4
o
C, 18 мин), высушивали и подготавливали образцы к стандартной 

процедуре гель-электрофореза. Для этого полученные осадки ресуспендировали в буфере для 

образцов Лэммли, содержащем додецилсульфат натрия (SDS), инкубировали в течение 10 мин 
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при 80 °C и анализировали с помощью разделения в 12%-ном ПААГ в присутствии 0.1%-ного 

SDS в стандартных условиях (SDS-ПААГ). Для проявления белков гели окрашивали Coomassie 

R250, а для детекции полос белков, сшитых с меченой ДНК, высушенные гели 

радиоавтографировали. Количественную оценку авторадиограмм проводили с помощью 

Molecular Imager FX Pro (Bio-Rad); средние значения и стандартные отклонения относительных 

интенсивностей полос рассчитывали из трех независимых экспериментов. 

В отдельных экспериментах 40S субчастицы рибосом сшивали с модельными оц- или 

дц-ДНК в буфере А в конечных концентрациях 1.3 мкМ и 7.4 мкМ соответственно. 

Реакционные смеси инкубировали при комнатной температуре в условиях, как описано выше, и 

обрабатывали NaBH3CN с последующей инкубацией при 37
о
С в течение 1 ч. После процедуры 

сшивания 40S субчастицы очищали центрифугированием в градиенте 10-30% сахарозы в 

буфере Д (ультрацентрифуга «Beckman Optima L-90K», ротор SW-41, 24000 об/мин, 4°С, 17 ч) с 

последующим их осаждением из соответствующей градиентной фракции этанолом и 

анализировали с помощью иммуноблотинга. Для этого белки 40S субчастиц после их 

разделения с помощью SDS-ПААГ, как описано выше, переносили с геля на 

нитроцеллюлозную мембрану с использованием стандартной процедуры электропереноса, и 

полосы, содержащие белок uS3, проявляли с помощью коммерческих специфических антител 

против белка uS3 кролика. Степень сшивки uS3 с модельными ДНК рассчитывали путем 

сканирования соответствующих сигналов иммуноблотинга с использованием системы 

визуализации ChemiDoc XRS (Bio-Rad), принимая, что сумма интенсивностей полос сшитого 

uS3 и немодифицированного uS3 составляет 100%. Статистическую обработку результатов 

проводили с помощью программы GraphPad Prism на основе двух-трех независимых 

экспериментов.  

 

2.2.5. Определение уровня связывания модельных ДНК с rec-uS3 

Связывание меченых олигомеров ДНК с rec-uS3 проводили при постоянной 

концентрации олигомера (0,01 мкМ) и переменной концентрации белка (0,01-1 мкМ). 

Инкубацию компонентов проводили в буфере Е при комнатной температуре в течение 25 мин. 

Уровень связывания ДНК-олигомеров с rec-uS3 тестировали независимо двумя 

методами: с помощью фильтрации на нитроцеллюлозных фильтрах и с помощью метода 

задержки в геле, проводя электрофорез в нативных условиях при 4
o
C. В последнем случае в 

образцы добавляли глицерин до конечной концентрации 5% и наносили на 10%-ный ПААГ, 

содержащий 25 мМ Трис, 0.2 М глицин и 5%-ный глицерин. Для количественной обработки 

проводили денситометрирование авторадиограмм с использованием Molecular Imager FX Pro 

(Bio-Rad). Константу диссоциации (Kd) рассчитывали из данных изотерм связывания 
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олигомеров с белком, полученных методом задержки в геле. Среднее значение Kd для каждой 

модельной ДНК рассчитывали на основании данных не менее трех независимых серий 

экспериментов.  

 

2.2.6. Сшивка rec-uS3 с модельной ДНК и специфическое расщепление сшитого 

белка 

Сшивание 5'-
32

P-меченого модельного одноцепочечного 23-мера ssAP с uS3 (как с 

рекомбинантным белком, так и с uS3 в составе 40S субчастиц рибосом человека) и выделение 

сшитого белка с помощью электрофореза в 15% ПААГ в присутствии SDS проводили, как 

описано в разделе 2.2.4. Из высушенного геля вырезали кусочки, соответствующие 

радиоактивным полосам сшитого с модельной ДНК uS3, и использовали их для последующего 

расщепления белка бромцианом (CNBr, Fluka) или 2-нитро-5-тиоцианобензойной кислотой 

(NTCB, Sigma-Aldrich). Расщепление в геле модифицированного uS3 под действием CNBr с 

последующим анализом полученных меченых фрагментов с помощью SDS-ПААГ проводили 

по методике [242] с несколькими модификациями: фрагменты разделяли в том же геле, что 

использовали для выделения модифицированного uS3; время инкубации составляло 16 ч, а 

конечный объем реакционной смеси составлял 0,2 мл. 

Расщепление uS3, сшитого с модельной ДНК, с помощью NTCB выполняли следующим 

образом. Кусочек геля, содержащий модифицированный uS3, инкубировали в 50 мкл буфера Л, 

содержащем 5 мМ дитиотреитол, при 37
o
C в течение 4 ч. Затем добавляли такой же объем 0,09 

М NTCB в буфере Л и инкубировали смесь при 37°С в течение 1 ч. После инкубации добавляли 

25 мкл 1 М NaOH и смесь инкубировали при 37°С в течение 16 ч. Реакцию останавливали 

добавлением 1/5 объема 85%-ной муравьиной кислоты и высушивали под вакуумом для 

удаления следов кислоты. Осадок ресуспендировали в буфере для образцов Лэммли, и 

фрагменты сшитого меченого белка разделяли и проявляли, как описано в разделе 2.2.4. 

 

2.2.7. Получение комплексов 80S рибосом с тРНК и их сшивка с диальдегидным 

производным нонарибонуклеотида 

Для получения 80S рибосом 40S и 60S субчастицы реактивировали инкубацией в буфере 

А в течение 10 мин при 37°С, так же как в разделе 2.2.1, затем осветляли при комнатной 

температуре в течение 1 мин при 14000 об/мин, смешивали в мольном соотношении 40S:60S = 

1:1,5 в концентрациях 1.88 мкМ и 2.81 мкМ соответственно и инкубировали 10 мин при 

комнатной температуре. Для получения бинарных комплеков 80S рибосом с тРНК тРНК
Phe

 или 

тРНК
Val

 реактивировали в буфере А в течение 5 мин при 37°С, смешивали с 80S рибосомами в 

мольном соотношении 80S:тРНК = 1:3 (конечные концентрации 80S рибосом и тРНК 
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составляли 1.75 мкМ и 5.3 мкМ соответственно) и инкубировали в течение 20 мин при 

комнатной температуре. 

Для блокирования пептида 55-64 белка uS3 полученные комплексы сшивали с 

диальдегидным производным олигорибонуклеотида AAUAAAUAU. Для этого комплексы 

инкубировали с данным производным в течение 1 ч при комнатной температуре, после чего 

добавляли NaBH3CN и инкубировали при 37
о
С 1 ч, как описано в разделе 2.2.4. Конечные 

концентрации 80S рибосом и диальдегидного производного AAUAAAUAU в реакционных 

смеси были 1.2 мкМ и 33 мкМ соответственно. Полученные бинарные комплексы с пришитым 

к пептиду 55-64 белка uS3 в составе 40S субчастиц производным нонарибонуклеотида 

использовали для получения тройных комплексов с аналогами мРНК, содержащими АП-сайты, 

и последующих экспериментов по тестированию сшивания этих аналогов с uS3 в составе этих 

комплексов (см. раздел 2.2.8). 

В отдельных экспериментах диальдегидное производное олигорибонуклеотида 

AAUAAAUUC использовали для сшивания с uS3 в составе 40S субчастиц или rec-uS3; в этом 

случае инкубацию проводили в тех же условиях, как описано выше, но конечные концентрации 

субчастиц (или rec-uS3) и производного нонамера составляли 1.6 мкМ и 16 мкМ, 

соответственно. Затем сшивку стабилизировали добавлением NaBH3CN и инкубировали при 

37
о
С 1 ч, как описано в разделе 2.2.4. Смеси, содержащие 40S субчастицы, осаждали 

добавлением 0.8 объема от реакционной смеси холодного этанола с последующим 

центрифугированием при 4
о
С в течение 18 мин при 12500 об/мин. Смеси, содержащие rec-uS3, 

осаждали добавлением 6 объемов от реакционной смеси ацетона с последующим 

центрифугированием в условиях, описанных выше. Полученные осадки использовали в 

экспериментах по сшивке 40S субчастиц и rec-uS3 с модельными ДНК (подробнее см. раздел 

2.2.4). 

 

2.2.8. Сшивка белка uS3 в составе 80S рибосом с аналогами мРНК, несущими АП-

сайты и/или диальдегидным производным нонарибонуклеотида AAUAAAUAU 

Бинарные комплексы 80S рибосом с тРНК
Phe

, полученные, как описано в разделе 2.2.7, 

инкубировали с аналогами мРНК, содержащими АП-сайт, в буфере А в течение 1 ч при 

комнатной температуре. Конечные концентрации 80S рибосом и аналогов мРНК в реакционных 

смесях были 1.2 мкМ. По окончании инкубации комплексы облучали мягким УФ-светом с 

длиной волны >290 нм в течение 2 мин, в условиях, описанных в разделе 2.2.3, и инкубировали 

в течение 40 мин при комнатной температуре в темноте. В некоторых экспериментах 

облучению подвергали бинарные комплексы 80S рибосом с тРНК
Phe

, в которых рибосомы были 

сшиты с нанорибонуклеотидом AAUAAAUAU (см. раздел 2.2.7). Затем в смеси, содержащие 
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облученные комплексы, добавляли 50 мМ NaBH3CN до конечной концентрации 5 мМ и 

инкубировали их в течение 1 ч при 37
о
С. Осаждение рибосомного материала и разделение 

рибосомных белков с помощью SDS-ПААГ с последующим иммуноблотингом с 

использованием антител против белка uS3 кролика проводили, как описано в разделе 2.2.4. 

Расчет степени сшивки uS3 с аналогами мРНК и статистическую обработку результатов 

проводили, как описано в разделе 2.2.4.  

 

2.2.9. Определение степени связывания меченых аналогов мРНК с 80S рибосомами 

Степень связывания окисленных меченых аналогов мРНК с 80S рибосомами определяли 

с помощью фильтрования на нитроцеллюлозных фильтрах. Предварительно фильтры 

обрабатывали 0.6 М KOH при 25°С в течение 20 мин для уменьшения неспецифической 

сорбции меченых аналогов, затем промывали 5 раз бидистиллированной водой и хранили в 

буфере А. На один эксперимент по фильтрованию из каждой реакционной смеси отбирали 

аликвоты, соответствующие примерно 1 пмоль 80S рибосом. Сначала комплексы разбавляли 

буфером А до 0.6-0.8 мл и фильтровали через нитроцеллюлозные фильтры площадью 2.3 см
2
, 

затем фильтры промывали два раза буфером А по 0.8 мл. Радиоактивность фильтров измеряли 

по Черенкову и, учитывая удельную радиоактивность меченого аналога мРНК, рассчитывали 

степень их связывания с 80S рибосомами (моль аналога мРНК на моль рибосом). 

 

2.2.10. Анализ расщепления аналогов ДНК по АП-сайтам рекомбинантным белком 

uS3 и белком uS3 в составе рибосомы 

Для анализа эффективности расщепления модельных 5´-меченых оц-АП-ДНК белком 

rec-uS3 или 40S субчастицами ДНК инкубировали с белком или субчастицами 1 ч при 37
o
C при 

постоянной начальной концентрации АП-ДНК (0.5 мкM) и переменной концентрации белка 

или 40S субчастиц. Продукты расщепления модельных АП-ДНК разделяли электрофорезом в 

ПААГ в присутствии 8М мочевины с последующей радиоавтографией и денситометрической 

обработкой радиоавтографов с помощью программы Quantity One для определения степени 

расщепления АП-ДНК. Из полученных кривых зависимости степени расщепления АП-ДНК от 

концентрации rec-uS3 (или 40S субчастиц) в качестве характеристики эффективности 

расщепления определяли концентрацию, при которой расщеплению подвергалось 50% АП-

ДНК (C-50). В расчет брали средние значения С-50, определенные для каждой модельной ДНК 

из трех независимых серий экспериментов. 

 

2.2.11. Определение участков связывания геномной ДНК человека с белком uS3 в 

составе хроматина  
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Чтобы определить участки связывания рибосомого белка uS3 на геномной ДНК в 

хроматине, использовали метод ChIP-seq (Chromatin Immunoprecipitation Sequencing), 

примененный к клеткам HEK293 в соответствии с описанной методикой [243]. Суть метода 

состоит в обработке клеток формальдегидом для образования сшивок ДНК с белками, 

последующей фрагментации ДНК ультразвуком и выделении сшитых с белком фрагментов 

ДНК с помощью иммунопреципитации с использованием специфических антител против uS3 

кролика, конъюгированных с Protein G Dynabeads (Thermo Fischer Scientific). Далее 

ковалентные связи между белком и ДНК разрушали нагреванием в течение 6-18 ч при 65
о
С и 

полученные фрагменты передавали в Центр коллективного пользования «Геномика» СО РАН 

для получения библиотек кДНК и их последующего глубокого секвенирования. В результате 

получили риды длиной 50 пар оснований, и анализировали данные с помощью программного 

обеспечения CLC GW 9.5 (Qiagen). После удаления адаптеров и контроля качества риды 

картировали на версию генома hg38. В дальнейшем анализе использовали пики 

экспериментальных образцов, не перекрывающиеся с пиками, полученными в контрольном 

эксперименте без антител. Идеограммы хромосом получали с использованием Genome 

Decoration Page (www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/tools/gdp). Данные о ридах ChIP-seq, полученные 

в настоящей работе, депонированы в GenBank (study accession PRJNA310826, experiment 

accessions SRX2312326 - SRX2312330). Анализ и результаты в данном разделе были получены 

к.б.н. Гопаненко А.В. совместно с Центром коллективного пользования «Геномика» СО РАН 

под руководством Кабилова М.Р. 

 

2.2.12. Претрансляционная обработка лизата ретикулоцитов кролика и сшивка 

рибосом с мРНК, содержащей АП-сайт 

Для того, чтобы удалить эндогенную мРНК, из лизата ретикулоцитов кролика (ЛРК) 

(Promega), содержащего 30 мкМ гемин, ЛРК размораживали во льду и выдерживали в течение 

15 мин при 37°С в буфере К. Затем его обрабатывали микрококковой эндонуклеазой (МНаза, 

0.2 ед.акт./мкл) в присутствии 2 мМ CaCl2 в течение 40 мин при 37°С. Действие МНазы 

останавливали добавлением EGTA до конечной концентрации 4 мМ. К обработанному лизату 

добавляли 
32

P-меченую модельную мРНК, содержащую АП-сайт, до конечной концентрациеи 2 

мкМ, и смесь инкубировали при 37°С в течение 40 мин с последующей обработкой NaBH3CN, 

как описано в разделе 2.2.4. После этого из смеси выделяли рибосомы центрифугированием в 

линейном градиенте плотности сахарозы (15%-30%) в буфере Л (ультрацентрифуга «Beckman 

Optima L-90K», ротор SW-41, 25000 об/мин, 4°С, 17 ч) с последующим фракционированием 

градиента. Фракции, соответствующие 80S рибосомам, объединяли, и рибосомный материал 

осаждали двумя объемами холодного этанола, предварительно добавив гликоген до 
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концентрации 4 мг/л в качестве носителя и Mg
2+

 до концентрации 20 мМ. Полученные осадки 

80S рибосом растворяли в буфере, содержащем 1%-ный SDS и 10 мМ EDTA, и инкубировали в 

течение 20 мин при 37°С для диссоциации рибосом на белки и рРНК. Белки осаждали шестью 

объемами ацетона; полученные осадки растворяли в буфере для образцов Лэммли и 

анализировали с помощью SDS-ПААГ, как описано в разделе 2.2.4. 

 

2.2.13. Постмечение РНК 

Комплексы эндогенных 80S рибосом ретикулоцитного лизата с 44-х звенными 

аналогами мРНК, содержащими АП-сайт, получали, как описано в разделе 2.2.12. Все 

последующие процедуры, включая обработку комплексов NaBH3CN, центрифугирование в 

градиенте плотности сахарозы и осаждение рибосомного материала проводили, как описано в 

том же разделе. В некоторых экспериментах буфер К содержал 5 мМ анизомицин. В других 

опытах, где указано, буфер К вместо рибо-GTP содержал 2 мМ негидролизуемый аналог GTP 

(GMPPNP). Суммарную РНК выделяли методом фенол-хлороформной экстракции и осаждали 

ее 2.5 объемами этанола, предварительно добавив гликоген до концентрации 4 мг/л и 1/10 

объема 3 М NaOAc (pH 5.0). Осадок растворяли в буфере М, инкубировали в течение 25 мин 

при 30°С, затем вновь осаждали, как описано выше. Выделенную РНК метили по 3´-концу с 

помощью [
32

P]pCp и Т4 РНК-лигазы в RNA ligase buffer в течение 18 ч при 4°С. Полученную 

меченую РНК осаждали этанолом, как описано выше, растворяли в 15 мкл формамида, 

содержащего красители ксиленцианол и бромфеноловый синий, и анализировали 

электрофорезом в 10%-ном ПААГ в присутствии 8 М мочевины. Электрофорез вели до выхода 

обоих красителей из геля. По окончании электрофореза гель высушивали и 

радиоавтографировали. 

 

2.2.14. Трансляция мРНК в ЛРК с использованием [
35

S]-метионина ([
35

S]-Met) 

Трансляцию мРНК рибосомами человека в ЛРК, освобожденном от эндогенных рибосом 

и мРНК, проводили по методике [244] с использованием [
35

S]-Met (American Radiolabeled 

Chemicals Inc.) в конечной концентрации 0.25 мМ. С этой целью размороженный во льду ЛРК 

центрифугировали в течение 19 ч при 12300 об/мин при 4 °C (ультрацентрифуга «Optima XE-90 

Beckman», ротор Ti-42.2), супернатант обрабатывали МНазой, как описано в разделе 2.2.12, и 

затем добавляли ингибитор рибонуклеаз Ribolock до конечной концентрации 0.5 ед.акт./мкл. В 

некоторых экспериментах к обработанному ЛРК добавляли 40S и 60S-субчастицы рибосом из 

плаценты человека (см. раздел 2.2.1) до конечной концентрации 0.1 мкМ и 0.15 мкМ 

соответственно. Буфер К содержал вместо 0.25 мМ раствора смеси 20 аминокислот смесь из 19 

аминокислот с исключением метионина, и [
35

S]-Met. Сшивку эндогенных рибосом с 44-х 
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звенными синтетическими мРНК с последующей обработкой NaBH3CN проводили, как описано 

в разделе 2.2.12. Комплексы, содержащие 80S рибосомы, выделяли из трансляционных смесей 

центрифугированием в градиенте плотности сахарозы (15%-30%) в условиях, описанных в 

разделе 2.2.12. Суммарный белок выделяли из фракций 80S рибосом, осаждали этанолом, 

ресуспендировали в 1%-ном SDS, содержащем 10 мМ EDTA, и инкубировали в течение 20 мин 

при 37
о
С с последующим осаждением шестью объемами холодного ацетона (как в разделе 

2.2.12). Осадки вновь ресуспендировали в 50 мкл раствора, содержащего 1%-ный SDS и 10 мМ 

EDTA, выравнивали объемы, добавлением данного раствора, и наносили на 

хроматографические бумажки площадью 1.5×1.5 см
2
 с последующей авторадиографией. 
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ГЛАВА 3. ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ РИБОСОМНОГО БЕЛКА uS3 ЧЕЛОВЕКА 

С АПУРИН-АПИРИМИДИНОВЫМИ САЙТАМИ В ДНК И В мРНК 

(РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ) 

Как уже упоминалось в обзоре литературы, рибосомный белок uS3, с одной стороны, 

является одним из ключевых компонентов важнейшего функционального центра рибосомы – 

мРНК-связывающего, а с другой стороны, он обладает наибольшим среди рибосомных белков 

набором неканонических функций, которые связаны, в основном, с взаимодействием с ДНК. 

При этом даже в отношении наиболее давно известного внерибосомного свойства белков 

семейства uS3, связанного с их способностью взаимодействовать с АП-сайтами, оставалось 

множество неизученных аспектов, касающихся, в частности, критериев выбора белком 

участков ДНК для взаимодействия с АП-сайтами, возможности проявления неканонических 

функций белком, находящимся в составе рибосомных или пре-рибосомных частиц и пр. Для 

изучения этих аспектов функционирования белка uS3 человека длиной 243аа, который имеет 

молекулярную массу 26,7 kDa, и содержит два домена: КН-домен и С-концевой домен, в 

настоящей работе применен арсенал методов и подходов, наработанных в лаборатории 

структуры и функции рибосом ИХБФМ СО РАН за многие годы исследований взаимодействия 

рибосом и рекомбинантных рибосомных белков человека с различными производными РНК. В 

первую очередь, это касается подходов к получению, разделению и идентификации 

ковалентных аддуктов рибосомных белков с производными РНК, которые были плодотворно 

использованы в многочисленных работах лаборатории, направленных на установление 

контактов мРНК с рибосомными белками в процессе трансляции, выполненных с 

использованием аффинной модификации рибосом реакционноспособными аналогами мРНК. 

Для изучения взаимодействия рибосомного белка uS3 человека с нуклеиновыми кислотами в 

настоящей работе были использованы короткие модельные ДНК и мРНК, несущие АП-сайт в 

заданном положении. Для получения таких ДНК при их химическом синтезе в 

соответствующее положение цепи внедряли дезоксиуридин, который превращали перед 

использованием в АП-сайт в результате удаления основания урацил-ДНК-гликозилазой; в 

модельные мРНК АП-сайт, защищенный легко снимаемой 2-нитробензильной группой, был 

введен также непосредственно в процессе их синтеза. В дополнение к этим подходам, для 

установления участков связывания белка uS3 на геномной ДНК в составе хроматина в работе 

был использован метод Chip-Seq, основанный на образовании индуцированных 

формальдегидом сшивок белок-ДНК в клетках с последующей иммунопреципитацией белка и 

определением сшитых с ним последовательностей ДНК с помощью высокопроизводительного 

секвенирования. 
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3.1. Способность белка uS3 в составе 40S субчастиц рибосом 

сшиваться с АП-сайтом в оц-ДНК 

 

На первом этапе работы было исследовано, способен ли uS3 человека в составе 

рибосомы сшиваться с AП-сайтом в ДНК и расщеплять ДНК по этому сайту подобно тому, как 

это делает изолированный uS3 [18]. Для этой цели была использована модельная 23-звенная 

одноцепочечная (оц) ДНК, несущая звенья, имитирующие различные окислительные 

повреждения (рис. 13) и 40S субчастицы рибосом из плаценты человека. 

 

 

Рисунок 13. Нуклеиновые кислоты и их 

производные, использованные в данной 

части работы. Оц-ДНК, одноцепочечная 

23-звенная  модельная ДНК; кДНК, 

комплементарный ей 23-мер; THF, 

тетрагидрофуран; 8-оxo-G, 8-оксогуанин. 

Остаток dU в соответствующем 23-мере 

превращали в АП-сайт перед 

использованием с помощью урацил-ДНК-

гликозилазы. Он представлен в равновесии 

между гидроксильной и альдегидной 

формами (в природе равновесие 

преимущественно сдвинуто в сторону 

гидроксильной формы [107]). 

Радиоавтограф геля, представленный на рис. 14А, показывает результаты сшивки 40S 

субчастиц с мечеными 23-звенными оц-ДНК, несущими различные повреждения. Видно, что 

сшивка 40S субчастиц происходит только с оц-ДНК, содержащей АП-сайт (рис. 14А, дорожка 

1). Иммуноблотинг с использованием антител против белка uS3 (рис. 14Б) выявил интенсивный 

дублет, соответствующий немодифицированному uS3, а также более слабую двойную полосу 
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на дорожке 3, чье положение соответствует положению дублета на радиоавтографе (рис. 14А). 

Следовательно, сшивка оц-ДНК происходит именно с белком uS3 через АП-сайт. Этот белок 

проявляется в виде двойной полосы потому, что в составе 40S субчастицы он существует в двух 

формах – фосфорилированной (верхняя полоса) и дефосфорилированной (нижняя полоса), 

которые имеют разную электрофоретическую подвижность [240]. Обе полосы в дублете имеют 

одинаковую интенсивность, что отражает примерно равное содержание форм uS3 в рибосоме. 

Однако в дублете, соответствующем сшитому uS3, верхняя полоса намного слабее нижней, что 

указывает на то, что в сшивке предпочтительно участвует белок в дефосфорилированной форме 

(рис. 14Б, дорожка 3). Модельные ДНК с другими вставками, имитирующими окислительные 

повреждения, – остатками 8-оксогуанина (наиболее распространенного окисленного пурина) 

или тетрагидрофурана (неальдегидного аналога AП-сайта, устойчивого к β-элиминированию), 

сшивок с белком uS3 не образуют. Об этом свидетельствует отсутствие на радиоавтографе и 

иммуноблоте каких-либо сигналов, которые можно было бы отнести к сшитому uS3 (рис. 14). 

Поскольку на радиоавтографе нет также сигналов, которые можно было бы отнести к сшивкам 

модельной ДНК с другими рибосомными белками, помимо uS3, сделан вывод, что uS3 является 

единственным белком 40S субчастицы, способным образовывать ковалентный аддукт с АП-

сайтами в оц-ДНК. 

 

 

Рисунок 14. Идентификация сшивок модельных оц-ДНК с рибосомным белком uS3 в составе 

40S субчастицы. (А) Анализ рибосомных белков 40S субчастиц, инкубированных с 5´-
32

P-

мечеными производными ДНК, с помощью SDS-ПААГ. Радиоавтограф геля. (Б) Анализ 

рибосомных белков 40S субчастиц, инкубированных с производными ДНК, с помощью 

иммуноблотинга с использованием специфических антител против uS3 кролика. Дорожки 

«TP40» соответствуют суммарному белку 40S субчастицы после разделения в SDS-ПААГ и 

окрашивания геля Coomassie R250. Полосы, соответствующие рибосомным белкам, подписаны 

на рисунке; полосы, соответствующие фосфорилированному белку uS3, обозначены uS3-р; 

полосы, соответствующие сшитому белку uS3, обозначены звездочками. Обозначения 8oxoG, 

THF, ssAP и G соответствуют опытам с 40S субчастицами, инкубированными с оц-ДНК, 

содержащими соответственно остатки 8-оксогуанина, тетрагидрофурана, АП-сайт или 

немодифицированный G. 



64 
 

 

3.2. Различия во взаимодействиях с АП-сайтами ДНК белка uS3 в 

составе 40S субчастиц рибосом и изолированного uS3  

 

Сравнительный анализ способностей рекомбинантного рибосомного белка uS3 человека 

(rec-uS3) и белка uS3 в составе 40S субчастиц рибосом человека сшиваться с АП-сайтом в оц-

ДНК и дц-ДНК был проведен с использованием описанных выше 23-звенных 5´-
32

P-меченых 

модельных ДНК и последующего разделения сшитых белков с помощью SDS-ПААГ. 

Оказалось, что в отличие от белка uS3 в составе 40S субчастицы, образующего сшивки только с 

оц-АП-ДНК (рис. 15А), rec-uS3 способен сшиваться как с оц-АП-ДНК, так и с дц-АП-ДНК, 

хотя с последней намного менее эффективно (рис. 15Б). Кроме того, в результате сшивки rec-

uS3 с АП-ДНК образовывались два продукта, значительно отличающихся друг от друга по 

своей электрофоретической подвижности, идентификацию которых проводили, основываясь на 

ранее полученных в нашей лаборатории данных об электрофоретической подвижности белка 

uS3, сшитого с различными 
32

P-мечеными олигонуклеотидами [240]. Согласно этим данным 

продукт, соответствующий верхней полосе, отнесен к сшивке rec-uS3 с полноразмерной АП-

ДНК, а продукт, соответствующий нижней полосе, которая была основной, – к его сшивке с 5´-

концевым 10-звенным фрагментом АП-ДНК, образующимся после ее расщепления по АП-

сайту (рис. 15Б). Количественная обработка результатов, приведенных на рис. 15Б, показала, 

что на долю продукта, соответствующего нижней полосе, приходится более 75% сшивок белка 

с АП-ДНК. Можно заметить, что электрофоретическая подвижность у rec-uS3, сшитого с 

полноразмерной оц-ДНК (рис. 15Б), несколько меньше, чем у uS3, сшитого с той же оц-ДНК, в 

составе 40S рибосомы (рис. 15А). Это ожидаемо, поскольку rec-uS3 имеет дополнительно 20 

аминокислотных остатков за счет N-концевого «хвоста», содержащего 6 остатков гистидина. 

Таким образом, rec-uS3 и uS3 в составе 40S субчастиц сшиваются с АП-ДНК по-разному; более 

того, uS3 в составе рибосомы, в отличие от rec-uS3, не расщепляет ДНК по АП-сайту. 
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Рисунок 15. Анализ сшивки 5´-
32

P-меченых дц-АП-ДНК и оц-АП-ДНК (dsAP и ssAP 

соответственно), с белком uS3 в составе 40S субчастицы рибосом человека (А) и с rec-uS3 (Б) с 

помощью SDS-ПААГ. Радиоавтограф геля. Rec-uS3** – рекомбинантный рибосомный белок 

uS3, сшитый с фрагментом ДНК, оставшимся после ее расщепления по АП-сайту, rec-uS3* – 

рекомбинантный рибосомный белок uS3, сшитый с полноразмерной 23-звенной ДНК. Полосы, 

соответствующие фосфорилированному белку uS3, обозначены uS3-р; полосы, 

соответствующие сшитому белку uS3, обозначены звездочками. Слабые полосы, наблюдаемые 

ниже полос сшитого белка uS3, не воспроизводимы и не обсуждаются. 

 

3.3. Участок сшивки белка uS3 в составе 40S субчастиц рибосом с АП-

сайтом оц-ДНК  

 

Для того чтобы выяснить, какой участок белка uS3 в составе 40S субчастицы рибосомы 

сшивается с АП-сайтом оц-ДНК, использовали подход, основанный на конкуренции за 

сшивание с этим белком между модельной оц-ДНК и производным олигорибонуклеотида с 3´-

концевой рибозой, окисленной до диальдегида. Выбор этого подхода обусловлен тем, что, как 

ранее было показано в нашей лаборатории, производные такого типа сшиваются независимо от 

их длины и последовательности с пептидом 55-64 в КН-домене (от англ. K homology domain) 

белка uS3, экспонированным на поверхности 40S субчастицы [240]. Эффективность этого 

сшивания настолько высока, что белок uS3 оказывается модифицированным в большей части 

(до 70-80%) рибосом. Очевидно, в сшивке принимает участие остаток Lys62 или Arg64, 

поскольку в данном пептиде нет других остатков, способных образовывать основания Шиффа с 

альдегидами. KH-домен – это структурный мотив, присутствующий во многих нерибосомных 

белках, который, как полагают, отвечает за взаимодействия белков с одноцепочечными 

нуклеиновыми кислотами. Результаты, представленные на рис. 16А (дорожка 2) показывают, 

что блокирование пептида 55-64 uS3 с помощью сшивки с окисленным производным 

нонарибонуклеотида лишает 40S субчастицу способности сшиваться с оц-АП-ДНК. Такого 
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эффекта не наблюдали с 40S рибосомами, предварительно инкубированными с 

немодифицированным нонамером вместо его диальдегидного производного (рис. 16А, дорожка 

К). На основании этих результатов сделан вывод о том, что участок сшивки оц-АП-ДНК 

находится во фрагменте 55-64 или прилегает к нему. 

Наконец, с помощью иммуноблотинга с использованием антител против белка uS3 

установлено, что rec-uS3, в отличие от uS3 в составе 40S субчастицы, не взаимодействует своим 

КН-доменом с производным олигорибонуклеотида с окисленной 3´-концевой рибозой. Как 

видно из рис. 16Б (дорожка 2), после инкубации rec-uS3 с этим производным на мембране не 

наблюдали никаких сигналов, которые можно было бы отнести к модифицированному белку. 

Это указывает на вероятные различия между структурами uS3 в составе 40S субчастицы и 

изолированного uS3 и на связанные с этим различия во взаимодействии с одноцепочечными 

нуклеиновыми кислотами. 

 

 

Рисунок 16. Сшивка 3'-диальдегидного производного нонарибонуклеотида AAUAAAUUC 

(«окисленная РНК») с белком uS3 в составе 40S субчастицы (А) и с rec-uS3 (Б), и влияние 

производного, сшитого с белком uS3 в составе 40S субчастицы, на способность uS3 сшиваться с 

оц-АП-ДНК. Панель А, радиоавтограф геля после разделения в SDS-ПААГ белков, выделенных 

из 40S субчастиц, инкубированных с 5´-
32

P-меченой оц-АП-ДНК в отсутствие производного 

нонарибонуклеотида (1), из 40S субчастиц, предварительно инкубированных с этим 
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производным (2), и из 40S субчастиц, предварительно инкубированным с 

немодифицированным нонарибонуклеотидом (3). Панель Б, иммуноблот после инкубации rec-

uS3 (дорожка 2) и 40S субчастиц (дорожка 4) с производным AAUAAAUUC. Дорожки 1 и 3 

соответствуют контрольным rec-uS3 (1) и 40S субчастицам (3), инкубированным в отсутствие 

производного нонарибонуклеотида. Звездочкой обозначены полосы, соответствующие сшитому 

uS3. Внизу представлена схема реакции производного нонаолигорибогуклеотида, 3´-конец 

которого окислен до диальдегида с помощью NaIO4, с остаском лизина с образованием 

производного морфолина [245]. 

 

3.4. Анализ АП-лиазной активности изолированного рибосомного 

белка uS3 

 

Для анализа способности rec-uS3 расщеплять ДНК, содержащие АП-сайт, использованы 

описанная выше модельная 23-звенная оц-АП-ДНК и ее дуплекс с комплементарным 23-мером 

в качестве дц-АП-ДНК. Обнаружено, что rec-uS3 расщепляет оц-АП-ДНК намного 

эффективнее, чем дц-АП-ДНК (рис. 17). Количественная оценка результатов показала, что при 

0.12 мкМ rec-uS3 доля нерасщепленной дц-АП-ДНК была в (2,8 ± 0,8) раза больше, чем в 

случае с оц-АП-ДНК, а при 0.75 мкМ rec-uS3 оц-АП-ДНК расщеплялась количественно, тогда 

как более 30% дц-АП-ДНК оставалось нерасщепленной. Значительные различия в свойствах 

изолированного рибосомного белка uS3 человека, проявляемых им по отношению к оц-АП-

ДНК и дц-АП-ДНК, обнаружены впервые, поскольку, насколько нам известно, в более ранних 

исследованиях [12, 18, 19, 162] использовали только дц-ДНК, содержащие АП-сайт. Как и 

ожидалось, rec-uS3 не оказывал воздействия на модельные 23-звенные ДНК с остатками 

гуанина, 8-оксогуанина или тетрагидрофурана вместо АП-сайта (соответствующий 

радиоавтограф геля не приведен). 

 

 

Рисунок 17. Анализ расщепления 5´-
32

P-меченых оц-АП-ДНК (ssAP) и дц-АП-ДНК (dsAP), 

инкубированных с rec-uS3 или 40S субчастицами, взятыми в разных концентрациях 
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(обозначены сверху). Радиоавтограф геля после разделения в ПААГ в присутствии 8 М 

мочевины. Дорожки «Контроль» соответствуют экспериментам с модельными ДНК, 

инкубированными в отсутствие rec-uS3 и 40S субчастиц. 

Результаты по расщеплению АП-ДНК белком rec-uS3 хорошо коррелируют с 

приведенными выше данными по сшивкам этого белка с АП-ДНК (раздел 3.2), показывающими 

преимущественное сшивание rec-uS3 с продуктом расщепления модельной ДНК, то есть с 10-

мером (рис. 15Б). Что касается белка uS3 в составе 40S субчастицы рибосомы, он неспособен 

расщеплять ни оц-АП-ДНК, о чем уже упоминалось в разделе 3.2, ни дц-АП-ДНК (рис. 17), 

причем расщепления не удавалось наблюдать даже при максимально достижимых 

концентрациях (5 мкМ) 40S субчастиц (соответствующий радиоавтограф не приведен). 

Анализ пространственной структуры 40S субчастиц показал, что аминокислотные 

остатки uS3, замены которых влияют на ферментативную активность изолированного белка [16, 

19], экранированы в 40S субчастице и участвуют во внутри-рибосомных взаимодействиях (рис. 

18). Это, вероятно, и является причиной того, что белок uS3 в составе 40S субчастицы 

полностью теряет АП-лиазную активность, присущую изолированному белку. Кроме того, этот 

анализ показал, что участок сшивки АП-сайта в КН-домене белка uS3 в составе 40S субчастицы 

– пептид 55-64 находится на значительном удалении от аминокислотных остатков 

предположительно вовлеченных в формирование каталитического центра данного белка (рис. 

18). 

 

Рисунок 18. Расположение белка uS3 на 40S субчастице рибосомы млекопитающих ([246]; PDB 

4KZX). Слева – общий вид с внешней стороны субчастицы, справа – увеличенная структура 
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области 40S субчастицы, содержащей белок uS3, выделенный синим цветом. Фрагмент 55-64 

белка uS3, сшивающийся с оц-АП-ДНК, выделен сиреневым цветом; аминокислотные остатки, 

принадлежащие к предполагаемому каталитическому центру [16, 19] представлены красными 

сферами. 

 

Таким образом, полученные результаты показали, что, скорее всего, структура КН-

домена в изолированном белке uS3 и белке uS3 в составе 40S субчастицы, различна. В 40S 

субчастице пространственная структура или ориентация КН-домена uS3, по-видимому, намного 

более предпочтительна для взаимодействия с фрагментами РНК, которое может приводить к 

сшивке терминальных диальдегидных групп с белком uS3, чем в изолированном uS3. Это, 

очевидно, отражается в разных способах взаимодействия этих форм белка с нуклеиновыми 

кислотами. Свободный uS3, по-видимому, взаимодействует с АП-сайтами своим 

каталитическим центром, отвечающим за АП-лиазную активность, тогда как uS3 в составе 40S 

субчастицы – посредством пептида 55-64 в КН-домене, который расположен вдали от 

каталитического центра. Следовательно, можно говорить о разных функциях в клетке белка uS3 

в составе рибосомы и свободного uS3, связанных с взаимодействием с АП-сайтами. 

 

3.5. Участки связывания рибосомного белка uS3 на геномной ДНК в 

составе хроматина 

Для получения информации о функциональной роли белка uS3 в клетке была проведена 

идентификация участков связывания этого белка на геномной ДНК человека с использованием 

метода ChIP-Seq на клетках HEK293. Белок uS3, сшитый с фрагментами клеточной ДНК, был 

выделен из ядерного лизата клеток, обработанных формальдегидом, с помощью 

иммунопреципитации с использованием специфических антител против uS3, 

иммобилизованных на сорбенте – магнитных частицах Dynabeads с ковалентно-

присоединенным белком G, после фрагментации сшитой ДНК ультразвуком. Одновременно 

был проведен контрольный эксперимент, где аналогичные операции были проведены без 

антител против uS3, а также эксперимент без использования сорбента для получения образца, 

содержащего полный набор последовательностей ДНК (ридов). Глубокое секвенирование и 

обработка результатов ChIP-Seq с помощью коммерческого программного обеспечения CLC 

GW позволило получить около 15 миллионов уникальных ридов. В результате картирования 

этих ридов на геномной ДНК (версия генома человека hg38) получили 229 пиков, 

локализованных преимущественно в прицентромерных районах хромосом (в частности, 

хромосом 1, 2, 4, 7, 10, 16, 17 и 20, см. рис. 19). В хромосомах 7, 10, 16 и 20 пики совпадали с 

регионами хроматина, так называемыми NAD (от англ. nucleolus-associated chromatin regions), 

или примыкали к ним (рис. 19). 
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Дальнейший анализ участков связывания рибосомного белка uS3 показал, что 

большинство пиков находится в районах, гиперчувствительных к ДНКазе I, где хроматин 

находится в менее конденсированном состоянии и доступен как для расщепления ДНКазой, так 

и для связывания ДНК-связывающих белков, таких, как факторы трансляции [247-250]. Эти 

районы рассматривают как потенциальные регуляторные участки [249, 250], которые могут 

служить маркерами многих типов цис-регуляторных элементов – промоторов, энхансеров, 

сайленсеров и пр. Кроме того, центромерные и прицентромерные районы хромосом содержат 

много альфа-сателлитных повторов, склонных в значительной степени к формированию петель 

с одноцепочечными участками ДНК, где содержание АП-сайтов резко повышено [251-253]. 

Картирование воспроизводимых ридов на геноме человека показало, что частота их попадания 

в районы альфа-сателлитной ДНК на 30% выше, чем в контрольном эксперименте без антител 

против белка uS3. Однако метод ChIP-Seq не позволяет узнать, в каком состоянии 

(изолированном или в составе пре-40S частиц, которые собираются в ядре) рибосомный белок 

uS3 взаимодействует с тем или иным участком ДНК. 

 

 

Рисунок 19. Распределение пиков ChIP-Seq для рибосомного белка uS3 на идеограммах 

хромосом версии генома hg38. Приведены только те хромосомы, в которых найдено более 5 

пиков. Положения пиков показаны красными стрелками. Районы хромосом отмечены разными 

цветами в соответствии с обозначениями, приведенными внизу слева. 

 

3.6. Проверка способности белка uS3 в составе ядерных пре-40S 

частиц взаимодействовать с АП-сайтами в оц-ДНК  

 

В клетке ДНК может встретиться с рибосомным белком uS3 только в ядре, где он 

присутствует либо в изолированном виде, либо в составе пре-40S частиц, но не в составе 

зрелых 40S субчастиц, которые могут находиться только в цитоплазме. Для выяснения вопроса 

о том, может ли uS3 в составе пре-40S частиц сшиваться с АП-сайтами в оц-ДНК, использовали 
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ту же модельную 23-х звенную оц-АП-ДНК (рис. 13), что и для изучения сшивок с uS3 в 

составе зрелых 40S, и пре-40S частицы из ядер клеток НЕК293 человека. Результаты, 

представленные на рис. 20, показывают, что полосы uS3, сшитого с оц-АП-ДНК, как и 

ожидалось, отчетливо видны на дорожках 2, соответствующих зрелым 40S субчастицам, как на 

радиоавтографе (рис. 20В), так и на иммуноблоте (рис. 20А). При этом сигналов, которые 

можно было бы отнести к модифицированному uS3, не наблюдали в аналогичных опытах с пре-

40S частицами (рис. 20А и 20В, дорожки 1) и в контрольных опытах с 40S субчастицами, 

обработанными 23-мером без AП-сайта (дорожки 3). Отсутствие сшивок с uS3 в случае пре-40S 

частиц не связано с отсутствием этого белка в них, поскольку соответствующий сигнал четко 

виден при иммуноблотинге (рис. 20А). Следовательно, белок uS3 в составе пре-40S частицы не 

способен сшиваться с АП-сайтами в оц-ДНК. Это, по-видимому, связано с тем, что в незрелой 

40S субчастице N-концевой домен uS3, который содержит пептид 55-64, связан с фактором 

сборки Ltv1, а также с тем, что расположение uS3 в пре-40S частице отличается от такового в 

зрелой субчастице [254-256].  

 

 

Рисунок 20. Анализ сшивок 5'-
32

P-меченой оц-АП-ДНК (ssAP) с белком uS3 в составе 40S 

субчастиц рибосом из плаценты человека (40S) или пре-40S частиц из ядерного экстракта 

клеток HEK293 (пре-40S). Иммуноблотинг рибосомных белков, разделенных в SDS-ПААГ, с 

использованием антител против рибосомного белка uS3 (А); нитроцеллюлозная мембрана, 

окрашенная Ponseau С, перед ее использованием в иммуноблотинге (Б); радиоавтограф 

мембраны (В). Стрелками показаны полосы, соответствующие белку uS3, сшитому (uS3*) и не 

сшитому (uS3) с модельной ДНК. 

Поскольку, как уже отмечалось, ДНК и зрелые 40S субчастицы рибосомы никогда не 

встречаются друг с другом в клетке, то очевидно, что взаимодействие между экспонированным 
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фрагментом 55-64 uS3 в составе 40S субчастицы и ДНК, наблюдаемое in vitro, не имеет 

биологического значения. Следовательно, способность uS3 в составе 40S субчастиц сшиваться 

с АП-сайтами в оц-ДНК, обнаруженная в настоящей работе, отражает, скорее всего, 

способность этого белка участвовать во взаимодействиях зрелых 40S субчастиц с 

одноцепочечными РНК, в частности с AП-сайт-содержащими мРНК, в цитоплазме. Такое 

предположение имеет основания, поскольку давно известно, что рибосомы in vitro могут 

связывать оц-ДНК в качестве аналогов мРНК [257-259]. В частности, рибосомы не различают 

синтетические аналоги мРНК и оц-ДНК со сходными последовательностями при формировании 

комплекса без кодон-антикодонового взаимодействия в А-участке рибосомы, в котором 

критическую роль играют 2´-ОН-группы мРНК [260]. 

 

3.7. Анализ зависимости сродства рибосомного белка uS3 к оц-ДНК от 

наличия в ней повторов TGGAA 

 

Анализ последовательностей ДНК хроматина в участках связывания рибосомного белка 

uS3 человека, идентифицированных методом ChIP-Seq, выявил консенсусные 

последовательности, выравнивание которых показало наличие в их структуре повторов TGGAA 

(рис. 21). 

 

Рисунок 21. Распределение повторов 

TGGAA (показаны стрелками) в 

последовательностях, идентифицированных 

как сайты связывания белка uS3 (см. раздел 

3.5), согласно данным ChIP-Seq, 

депонированным в GenBank (коды доступа 

PRJNA310826 и SRX2312326–SRX2312330). 
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Найденный пентануклеотид относится к III типу сателлитной ДНК человека, который 

встречается в большинстве хромосом и, в частности в прицентромерных районах, в которых 

преимущественно оказались участки связывания рибосомного белка uS3. Следовательно, 

можно было предположить, что белок uS3 имеет повышенное сродство к пентамерам TGGAA. 

Для проверки этого предположения было проведено исследование зависимости сродства uS3 к 

оц-ДНК от ее последовательности, в частности, от наличия в ней повторов пентамера TGGAA. 

В качестве модельных ДНК использовали 25-мер (TGGAA)×5 («Cons») и 25-мер (AAGGT)×5 

такого же нуклеотидного состава, что и «Cons», но не содержащий пентамеров TGGAA («К»). 

Поскольку геномная ДНК двуцепочечна, найденные с помощью метода ChIP-Seq участки 

связывания рибосомного белка uS3 на геномной ДНК в составе хроматина могли отражать 

взаимодействия uS3 и с цепью, комплементарной той, которая содержит пентамеры TGGAA. 

Поэтому в качестве третьей модельной ДНК был использован упомянутый в разделе 3.1 

пиримидин-богатый 23-мер CTCTCCCTTCGCTCCTTTCCTCT (далее «G»), содержащий 

мотивы ТТС и ТСС, комплементарные триплетам пентамера TGGAA (рис. 13). На рис. 22 

приведены данные по связыванию меченых модельных ДНК с uS3, полученные методом 

задержки в геле, который позволяет детектировать как связанный, так и свободный олигомер, и, 

соответственно, даёт более точные результаты по сравнению с методом фильтрации на 

нитроцеллюлозных фильтрах, часто используемым для снятия изотерм адсорбции. Расчет 

констант диссоциации из данных по связыванию, представленных на рис. 22, показал, что, 

против ожидания, олигомер «Cons» имеет наименьшее из трех модельных ДНК сродство к 

рибосомному белку uS3 (Kd = (5.7±0.2)×10
-7

 М). Сродство к этому белку у ДНК «К» заметно 

выше (Kd = (3.22±0.15)×10
-7

 М), а у пиримидин-богатого олигомера «G» немного больше, чем у 

контрольной ДНК «К» (Kd = (2.10±0.07)×10
-7

 М). 
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Рисунок 22. Изотермы связывания 5'-
32

P-

меченых модельных ДНК «G», «К» и 

«Cons» с рекомбинантным рибосомным 

белком uS3 человека, рассчитанные из 

радиоавтографов электрофореграмм, 

полученных при анализе связывания ДНК 

с rec-uS3 методом задержки в геле. Внизу 

приведен типичный радиоавтограф 

электрофореграммы с модельной ДНК 

«К» в качестве примера (n – доля 

связанного с белком олигомера в %). 

 

Данные по связыванию вышеуказанных модельных ДНК с rec-uS3 свидетельствуют о 

том, что повторы TGGAA, преобладающие в участках хроматина, взаимодействующих с 

белком, не придают одноцепочечной ДНК повышенного сродства к белку uS3 по сравнению со 

сродством, проявляемым последовательностями, не содержащими таких повторов. Мотивы 

ТТС и ТСС, комплементарные триплетам пентамера TGGAA заметно усиливают это сродство, 

однако не в такой степени, чтобы обеспечить селективное связывание uS3 с ними в присутствии 

других последовательностей. Поэтому можно полагать, что высокое содержание данных 

пентамеров в участках связывания рибосомного белка uS3 на хроматине связано не с 

повышенным сродством белка к последовательностям (TGGAA)n, а с большим количеством 

повторов данного пентамера в открытых районах хроматина, доступных для связывания с 

данным белком. Вероятно, эти районы оказываются наиболее доступными для связывания (не 

экранированы гистонами) и/или содержат большое количество петлевых одноцепочечных 

участков, к которым uS3 имеет более высокое сродство, чем к двуцепочечным. 

 

3.8. Влияние положения АП-сайта в ДНК и ее последовательности на 

эффективность расщепления белком uS3 по этому сайту 

 

Как уже было сказано в предыдущем разделе, участки сателлитной ДНК, в которых, в 

частности, расположены повторы (TGGAA)n, склонны к образованию одноцепочечных петель, 

в которых содержание АП-сайтов повышено по сравнению с другими участками ДНК. В связи с 

этим можно было предположить, что uS3 предпочтительно расщепляет ДНК по AП-сайтам в 
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одноцепочечных районах, которые содержат повторы TGGAA или комплементарные им 

мотивы. Для изучения влияния последовательности ДНК и положения АП-сайта в ней на 

эффективность расщепления белком rec-uS3 был использован набор модельных ДНК, похожих 

на те, что описаны в предыдущих разделах, но содержащих АП-сайт в центральной части. Этот 

набор включал ДНК «Cons» (раздел 3.7) с АП-сайтом в положениях 12 или 13 (AP1-Cons и AP2-

Cons соответственно) и ДНК «К» с АП-сайтом в этих же положениях (АР1-К и АР2-К 

соответственно), а также оц-ДНК «G» (раздел 3.1) с АП-сайтом в положении 11 (ssAP). Для 

сравнительного анализа эффективностей расщепления проводили эксперименты, где начальные 

концентрации АП-ДНК (5×10
-7

 M) в реакционных смесях и время инкубации (1 ч) были 

постоянны при варьировании концентрации rec-uS3. Продукты расщепления разделяли 

электрофорезом в ПААГ, содержащем 8 М мочевину, с последующей радиоавтографией (рис. 

23) и денситометрической обработкой радиоавтографов для определения степени расщепления 

АП-ДНК. Из полученных кривых зависимости степени расщепления АП-ДНК от концентрации 

rec-uS3 (рис. 23) определяли концентрации, при которых расщеплению подвергалось 50% АП-

ДНК (C-50), и использовали их в качестве характеристик эффективностей расщепления. 

 

 

Рисунок 23. Кривые зависимости степени расщепления меченых модельных ДНК с АП-сайтом 

(взятых в концентрации 5×10
-7

 M) белком rec-uS3 от его концентрации, рассчитанные из 

соответствующих радиоавтографов электрофореграмм после разделения продуктов 

расщепления электрофорезом в ПААГ в денатурирующих условиях. Обозначения модельных 

ДНК даны в тексте. Внизу в качестве примера приведен радиоавтограф с модельной ДНК АР1-

Cons. Радиоактивные полосы в самой верхней части геля в районе карманов детектируются 
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вследствие того, что часть модельной ДНК участвует в сшивках с белком после расщепления, а 

также из-за образования нерастворимых ДНК-белковых агрегатов  

Результаты экспериментов, приведенных на рис. 23, показывают, что положение АП-

сайта в ДНК практически не влияет на эффективность еe расщепления, а влияние 

последовательности ДНК на эту эффективность хорошо коррелирует с зависимостью сродства 

rec-uS3 к ДНК от ее последовательности (см. рис. 22). С несколько повышенной 

эффективностью происходило расщепление ssАР (C-50 = (1.62±0.08)×10
-7

 M), с наименьшей – 

АР-Cons (C-50 = (3.20±0.30)×10
-7

 M), а для АР-К было получено промежуточное значение (C-50 

= (2.50±0.30)×10
-7

 M). Это указывает на то, что сама по себе АП-лиазная активность 

рибосомного белка uS3 не зависит от последовательности ДНК, содержащей АП-сайт, и 

положения АП-сайта в ней, а те различия в эффективностях расщепления АП-ДНК, которые 

наблюдаются в опытах с модельными ДНК, связаны только с зависимостью сродства белка к 

ДНК от ее последовательности. Полученные результаты находятся в согласии с нашим 

предположением, что преимущественное связывание рибосомного белка uS3 в участках 

хроматина, содержащих повторы пентамера TGGAA или комплементарные ему мотивы, 

обусловлено тем, что соответствующие последовательности расположены в наиболее 

доступных для связывания белка участках геномной ДНК (см. раздел 3.7). Вероятно, благодаря 

повышенному содержанию АП-сайтов в таких участках, изолированный рибосомный белок uS3 

может предпочтительно принимать участие в репарации ДНК именно в этих участках. Еще в 

2008 г. на основе анализа данных по взаимодействию uS3 с ДНК было высказана гипотеза, что 

белок uS3 вряд ли играет существенную роль в глобальной репарации ДНК, но может быть 

участником этого процесса на определенных участках генома, например, в ядрышке [18]. С 

этими соображениями вполне согласуются данные ChIP-seq, которые показали, что 

значительная часть участков связывания uS3 на хроматине находится в доменах, 

ассоциированных с ядрышком (см. раздел 3.5). Скорее всего, если uS3 человека участвует в 

процессе репарации геномной ДНК, то это происходит преимущественно в доступных участках 

сателлитной ДНК в этих доменах. По-видимому, эти участки имеют повышенное содержание 

повторов TGGAA и/или комплементарных им мотивов в одноцепочечных «петлевых» областях. 

Таким образом, выбор рибосомным белком uS3 таких сайтов в хроматине может быть 

обусловлен только их физической доступностью для связывания. 

 

3.9. Аминокислотные остатки рибосомного белка uS3, 

взаимодействующие с АП-сайтом в составе модельной ДНК  

Чтобы идентифицировать пептид rec-uS3, взаимодействующий с АП-сайтом в 23-

звенной ДНК, обозначенной в разделе 3.1 как ssAP, очищенный белок сшивали с радиоактивно 
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меченой модельной ДНК с последующей стабилизацией сшивки цианборгидридом натрия, и 

разделением продуктов сшивки электрофорезом в SDS-ПААГ так же, как описано в 

упомянутом разделе. Контрольная смесь содержала вместо rec-uS3 реактивированные 40S 

субчастицы. Полученные результаты представлены на рис. 24. Дорожка 3 на авторадиограмме 

геля отображает радиоактивную полосу, соответствующую сшивке uS3 в составе 40S 

субчастицы с 
32

P-ssAP, как и на рис. 15 (левая панель), где представлены данные по сшивкам 5´-

32
P-меченых dsAP и ssAP с белком uS3 в составе 40S субчастиц рибосом человека. Дорожка 2 

содержит мажорную и минорную полосы, которые отображают продукты, образующиеся в 

результате сшивки rec-uS3 с 
32

P-ssAP. Мажорная полоса соответствует сшивке rec-uS3 с 5´-

концевым фрагментом этой модельной 23-звенной АП-ДНК, появляющимся в результате её 

расщепления по АП-сайту, а минорная полоса – сшивке с полноразмерной нерасщепленной 

АП-ДНК. Интересно отметить, что интенсивную радиоактивную полосу, соответствующая 

белку uS3, сшитому с расщепленной модельной ДНК (10-мер), также наблюдали и в случае, 

когда реакционную смесь не обрабатывали цианборгидридом натрия (рис. 24, дорожка 1), что 

указывает на необычную для оснований Шиффа подобного рода стабильность без 

восстановления. Такой стабильности не наблюдали для референсной сшивки uS3 в составе 40S 

субчастице в тех же условиях (рис. 24, дорожка 4). Продукт, соответствующий основной полосе 

сшитого rec-uS3, был использован для определения участка rec-uS3, участвующего в сшивке, с 

применением протеолитических агентов, расщепляющих пептиды по определенным 

аминокислотным остаткам, с последующим разделением меченых сшитых пептидов в SDS-

ПААГ. Поскольку сшитые фрагменты ДНК значительно затрудняют идентификацию пептидов 

по их электрофоретической подвижности, в качестве контроля использовали продукт сшивки 

32
P-ssAP с uS3 в составе 40S субчастицы, учитывая, что в этом случае пептид, участвующий в 

сшивке, был установлен ранее, и им является пептид 55-64 в KH-домене uS3 (подробнее см. 

раздел 3.3).  

Для установления места сшивки в rec-uS3 были выбраны бромциан (CNBr), муравьиная 

кислота и 2-йодозобензойная кислота (Ibz), поскольку при расщеплении белка uS3 данными 

агентами в каждом случае образуется единственный крупный фрагмент (1-127 при обработке 

CNBr, 33-154 при обработке муравьиной кислотой и 1-192 при обработке Ibz), который легко 

опознать, поскольку он во много раз больше всех остальных фрагментов, образующихся при 

расщеплении этими агентами (см. схему внизу рис. 25). Следует отметить, что ни с одним из 

трех использованных здесь протеолитических агентов не удавалось достичь исчерпывающего 

расщепления белка uS3, и мы наблюдали полосы, соответствующие как продуктам его как 

полного, так и неполного расщепления. 
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Рисунок 24. Выделение uS3 (рекомбинантного или в составе 40S субчастиц), сшитого с 5'-

32
P-

меченой 23-звенной модельной ДНК, электрофорезом в 12%-ном SDS-ПААГ. Слева 

авторадиограмма геля. Дорожки 2 и 3 соответствуют экспериментам с rec-uS3 и uS3, сшитому в 

составе 40S рибосомных субчастиц человека, соответственно, как на рис. 15. На дорожке 2 

второстепенная верхняя полоса 1 соответствует rec-uS3, сшитому с полноразмерным 23-мером, 

а основная нижняя полоса 2 соответствует rec-uS3, сшитому с 5'-концевой половиной 23-

звенной ДНК, образующейся в результате ее расщепления по АП-сайту. Полоса 3 на третьей 

дорожке представляет собой uS3, сшитый с полноразмерным 23-мером на 40S субчастицах. 

Дорожка «TP40» содержит окрашенные Coomassie R250 полосы, полученные при разделении 

суммарного белка 40S субчастиц, а дорожка «rec-uS3» - полосу rec-uS3.  

 

Результаты, представленные на рис. 25, показывают, что при референсной сшивке 23-

звенной модельной ДНК с пептидом 55-64 белка uS3 в составе 40S субчастицы рибосомы 

расщепление как CNBr, так и HCOOH и Ibz приводило к образованию меченых продуктов 

ожидаемого размера, которым соответствуют полосы в верхней части электрофореграммы. 

Сравнивая положение радиоактивных полос с полосами всех белков из 40S субчастицы на 

окрашенных Coomasie R250 дорожках и учитывая, что масса 10-членной ДНК, сшитой с uS3 

(см. подпись к рис. 24), соответствует массе 20-30 аминокислотных остатков, мы однозначно 

отнесли полосы X, Y и Z на центральной панели на рис. 25 к сшитым фрагментам 1-192, 33-154 

и 1-127. Полосы, расположенные чуть выше полос Y и Z в эксперименте с uS3, сшитом в 

составе 40S субчастиц, соответствуют продуктам неполного расщепления uS3 CNBr и 

муравьиной кислотой, соответственно. При воздействии CNBr и муравьиной кислоты на 

сшитый rec-uS3 продуктам полного расщепления uS3 соответствуют полосы M и N, 

соответствующие наиболее быстро мигрирующим продуктам в соответствующих дорожках 

(видно также несколько более слабых полос, расположенных выше и соответствующих 

продуктам неполного расщепления белка). Очевидно, что эти полосы соответствуют 

продуктам, мигрирующим намного быстрее референсных сшитых пептидов 1-127 (полоса Y) и 
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33-154 (полоса Z), следовательно, участок сшивки в rec-uS3 не совпадает с участком сшивки с 

белком в составе субчастиц (55-64), а продукты M и N соответствуют одному из коротких 

фрагментов uS3 в районе 128–243 в случае расщепления CNBr и в районе 1–32 или 155–243 в 

случае расщепления HCOOH (см. схему в нижней части рис. 25). 

В случае Ibz в белке uS3 имеется единственный сайт расщепления (рис. 25, нижняя 

часть), и это может привести только к образованию либо длинного фрагмента 1-192, либо 

короткого фрагмента 193-243. В соответствующих дорожках на центральной панели, помимо 

основной полосы X с электрофоретической подвижностью, соответствующей с ожидаемой для 

фрагмента 1-192, сшитого с модельной ДНК, имеется также минорная полоса ниже основной. 

Однако ее нельзя отнести к сшитому фрагменту 193-243, поскольку он соответствует намного 

более длинному сшитому пептиду – его электрофоретичская пордвижность ниже подвижности 

продуктов Y (1-127) и Z (33-154), поэтому данную полосу можно отнести только к продукту 

неспецифической деградации белка, которой не удалось избежать при обработке Ibz. 

Следовательно, расщепление с помощью Ibz показывает, что участок сшивки в rec-uS3 

расположен в районе 1-192. Комбинация результатов расщепления rec-uS3, сшитого с 

модельной ДНК, всеми тремя используемыми здесь протеолитическими агентами, позволяет 

заключить, что участок сшивки расположен в области 155-192. 

Как уже упоминалось выше, обычно основания Шиффа, образующиеся в результате 

взаимодействия остатка лизина с альдегидсодержащей нуклеиновой кислотой (например, ДНК, 

содержащей АП-сайт), без восстановления цианоборгидридом натрия нестабильны и не 

выдерживает условий пробоподготовки и анализа в SDS-ПААГ. Обнаруженная нами 

аномальная стабильность продукта сшивки rec-uS3 с расщепленной 10-звенной модельной ДНК 

без предварительного восстановления (рис. 24, дорожка 1) аналогична тому эффекту, который 

наблюдался, например, при изучении сшивки ДНК, содержащей АП-сайт, с 

глицеральдегидфосфатдегидрогеназой [261] и с поли(АДФ-рибоза)-полимеразой PARP1, 

обладающей АП-лиазной активностью [262]. В последнем случае было высказано 

предположение, что после образования устойчивой ковалентной связи между PARP1 и АП-

сайтом в ДНК, расщепленной по фосфодиэфирной связи с 3´-стороны от этого АП-сайта, 

фермент PARP1 теряет свою активность в качестве АП-лиазы. Низкий уровень АП-лиазной 

активности, а также низкий оборот, связанный с тем, что фермент остается связанным с 

репарируемой ДНК после ее расщепления, наблюдали ранее у OGG1 мышей и человека 

[263,264]. У uS3 как АП-лиазы ферментативная активность очень низкая – эффективное 

расщепление модельной ДНК этим белком в условиях, близких к физиологическим, 

достигается только при концентрациях uS3, сравнимых с концентрациями АП-сайт-содержащей 
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модельной ДНК (см. рис. 23). Мы полагаем, что причина этого такая же, как и в случае OGG1 

(см. выше). 

В районе 155-192 белка uS3 обнаружено четыте возможных аминокислотных остатка, 

которые могут образовать основание Шиффа с АП-сайтом модельной ДНК (рис. 26), а именно 

два лизина (Lys185 и Lys187) и два аргинина (Arg173 и Arg178). Принимая во внимание 

аномальную для типичных оснований Шиффа стабильность сшивки rec-uS3 с АП-сайтом в 

ДНК, нельзя исключить участия остатка цистеина в образовании устойчивого аддукта c -

ненасыщенным 5´-концевым альдегидным производным, возникающим при расщеплении ДНК 

по АП-сайту, который не требует восстановления, как это наблюдали в работе [265], однако 

область 155-192 не содержит остатков цистеина, что исключает такую возможность. С другой 

стороны, высокая стабильность нашего продукта, вероятно, может достигаться за счет участия 

в сшивке остатков аргинина в положениях 173 и/или 178. Такое предположение основано, в 

частности, на данных, показавших, что аддукты остатков аргинина с фенилглиоксалем, 

имеющим сходство с -ненасыщенным альдегидом, достаточно стабильны, особенно в 

слабокислых условиях (ниже рН 4) [266]. Таким образом, у нас есть основания предполагать, 

что rec-uS3 взаимодействует с АП-сайтом в одноцепочечной ДНК через остатки Arg173/Arg178. 

Районы 55-64 и 155-192 консервативны среди высших эукариот, менее консервативны среди 

низших эукариот, но остатки Arg64, Arg173, Arg178 и Lys185 практически инварианты. 

Интересно, что у архей остаток Arg178 заменен на остаток лизина, который в этом домене 

живых организмов является консервативным. 
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Рисунок 25. Идентификация участка сшивки модельной 23-звенной ДНК в белке rec-uS3. 

Анализ с помощью SDS-ПААГ меченых пептидов, полученных в результате расщепления с 

помощью CNBr, муравьиной кислоты (HCOOH) или Ibz сшитого с модельной ДНК rec-uS3 и с 

uS3 в составе 40S субчастиц (референсная сшивка). Контрольные дорожки K соответствуют 

сшитому uS3 (рекомбинантному или из 40S субчастиц), необработанному протеолитическими 

агентами. К каждой авторадиограмме приложена дорожка с разделением суммарного белка 40S 

субчастиц (TP40) в геле, окрашенном Coomasie R250; расположение некоторых из них (в 

качестве маркеров) указано вместе с длинами их пептидных цепей, обозначенными в 

количестве аминокислотных остатков (в скобках). Кроме того, на левой панели представлена 

окрашенная Coomasie R250 дорожка с лизоцимом (длиной 129 аминокислотных остатков) в 

качестве дополнительного маркера. Радиоактивные полосы, соответствующие продуктам 

полного расщепления белка uS3, сшитого с модельной ДНК, обозначены как X, Y, Z, M и N. 

Ниже электрофореграмм приведены схематические изображения (карты) расщепления белка 

uS3 человека CNBr, HCOOH и Ibz, на которых отмечены сшитые пептиды uS3, образующиеся 

при исчерпывающем расщеплении uS3 каждым из агентов. Пунктирные линии черного цвета 

над схемами указывают на то, что пептиды M и N, сшитые с модельной ДНК, принадлежат 

одному из коротких фрагментов uS3 в соответствующей области. Вертикальными пунктирными 

линиями красного цвета показаны границы области 155-192, в пределах которой расположен 

сайт сшивки белка uS3 c модельной ДНК. Следует обратить внимание, что выход меченых 



82 
 

пептидов, сшитых с модельной ДНК, был различен, и нанесение равных количеств меченого 

uS3 на каждую дорожку не приводило к одинаковой интенсивности полос, соответствующих 

меченым продуктам на всех дорожках. Поэтому мы дублируем результаты расщепления rec-uS3 

CNBr и HCOOH – они есть и на правой панели, где соответствующие полосы M и N слабые, и 

на левой панели, где эти полосы видны лучше. 

В разделе 3.3 мы показали, что район 55-64 белка uS3 в составе 40S субчастицы 

рибосомы способен взаимодействовать с АП-сайтом в ДНК. Как оказалось, это взаимодействие 

не имеет функционального значения и, по всей видимости, отражает способность uS3 в 40S 

субчастице сшиваться с АП-сайтами, возникающими в цитоплазматических мРНК (см. раздел 

3.6). Таким образом, данные, полученные в опытах по сшивкам rec-uS3 и uS3 в составе 40S 

субчастиц с модельными оц-АП-ДНК, свидетельствуют о том, что uS3 имеет два различных 

центра взаимодействия с АП-сайтами, которые расположены далеко друг от друга как в его 

первичной структуре, так и в пространственной структуре. В последнем случае имеется в виду 

структура uS3 в составе рибосомы [4], поскольку пространственная структура изолированного 

белка до сих пор не известна. Может возникнуть вопрос, имеет ли структура активного центра 

uS3 как АП-лиазы какие-либо черты, сходные со структурой активных центров других 

ферментов эксцизионной репарации ДНК, проявляющих активность сходного типа. Наиболее 

изученными ферментами человека, расщепляющими ДНК по АП-сайту, являются эндонуклеаза 

APE1 и 8-оксогуанин-ДНК-гликозилаза (hOGG1). Последняя вначале создает АП-сайт путем 

гидролиза N-гликозидной связи в окисленном остатке гуанозина, а затем расщепляет цепь ДНК 

по этому сайту. Из этих двух ферментов только активность hOGG1 осуществляется через 

промежуточное образование основания Шиффа с участием остатка лизина (К249) белка и АП-

сайта [267]. Поэтому мы попытались найти сходные мотивы в структуре активного центра 

hOGG1 [268] и каких-либо районов в структуре uS3 человека. Структура изолированного uS3 

вне рибосомы пока неизвестна, и она может существенно отличаться от его структуры в составе 

рибосомы, поэтому мы для сравнения использовали также структуру дрожжевого uS3, 

связанного со шапероном Yar1 через свой N-концевой домен. [269] (рис. 26). 
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Рисунок 26. Кристаллические структуры uS3 в составе 80S субчастицы рибосомы человека 

(PDB 6Z6M), uS3 дрожжей в комплексе с шапероном Yar1 (Yar1 на рисунке не показан, PDB 

4BSZ) [269] и 8-оксогуанин-ДНК-гликозилазы человека (hOGG1) [268] (PDB 1KO9). Следует 

отметить, что Yar1 связывается преимущественно с N-доменом uS3; С-домен uS3 содержит 

внутрицепочечные связи и частично находится в изолированном виде. Аминокислотные 

остатки, относящиеся к каталитическим центрам hOGG1 и дрожжевого uS3 согласно [267] и 

[16] соответственно, представлены красными сферами. Область 155-192, в которой определен 

сайт сшивки rec-uS3 с модельной ДНК, содержащей АП-сайт (см. выше), отмечена темно-

синим цветом на структуре uS3 человека; гомологичная область дрожжевого uS3 показана 

пунктирной линией на его структуре (верхняя правая структура). Аминокислотные остатки, 

потенциально способные к образованию основания Шиффа с АП-сайтом в районе 155-192 uS3 

человека, представлены в виде красных сфер; остатки D154 и K201, гомологичные остаткам 

дрожжевого uS3, вносящим вклад в его АП-лиазную активность по данным [16], представлены 

синими сферами. 

Ранее также предпринимались попытки найти в uS3 мотивы, по структуре 

напоминающие активные центры ферментов эксцизионной репарации ДНК. Так, было 

высказано предположение, что у дрожжей белок uS3 имеет мотив спираль-шпилька-спираль 

вокруг K132, который несколько напоминает мотив связывания ДНК OGG1 [19], что может 

подразумевать возможное сходство в способах ферментативного действия этих двух белков. 

Однако оказалось, что K132 не вносит существенного вклада в АП-лиазную активность 

дрожжевого uS3 [19], и тщательный сравнительный анализ структуры активного центра OGG1 

и области вокруг K132 uS3 человека и дрожжей (с точки зрения вовлеченных аминокислотных 

остатков и структурной организации) не выявили достаточного сходства, чтобы делать такие 

выводы. Таким образом, можно предположить, что АП-лиазная активность uS3 человека имеет 
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эволюционное происхождение, отличное от происхождения канонических ферментов 

эксцизионной репарации оснований ДНК. Это может быть связано со специфическим способом 

участия uS3 в эксцизионной репарации оснований ДНК в избранных участках хроматина, 

который принципиально отличается от способов участия канонических ферментов репарации 

ДНК, действующих в глобальной репарации ДНК. 

Таким образом, рибосомный белок uS3 способен сшиваться с АП-сайт-содержащими 

ДНК и расщеплять их по этому сайту только, когда находится в изолированном состоянии в 

ядре клетки посредством своего участка 155-192, расположенном в C-концевом домене (скорее 

всего, посредством остатков R173/178). При этом его низкая эффективность, как АП-лиазы, 

свидетельствует о том, что белок uS3, скорее всего, не вносит существенного вклада в 

глобальную репарацию ДНК в клетке, но может вовлекаться в этот процесс на определенных 

участках ДНК, таких как NAD, или при определенных условиях, таких как окислительный 

стресс (см. раздел 1.2.1) [169]. 

 

3.10. Способность мРНК, фиксированной в мРНК-связывающем 

канале рибосомы, сшиваться посредством АП-сайта с пептидом 55-64 белка 

uS3 

Как уже неоднократно упоминалось, биологически незначимая способность зрелых 40S 

субчастиц сшиваться с АП-сайтами в оц-ДНК могла бы отражать функцию uS3 в составе 

рибосомы, связанную с его взаимодействием с такими сайтами в цитоплазматических мРНК. 

Известно, что 40S субчастица рибосомы человека способна эффективно сшиваться с 

диальдегидными производными неструктурированных РНК посредством пептида 55-64 белка 

uS3, расположенного на ее поверхности вблизи входа в мРНК-связывающий канал [240, 270]. 

Поэтому можно было полагать, что этот пептид способен взаимодействовать с АП-сайтами в 

мРНК, поскольку они могут существовать в открытой альдегидной форме [107]. Принимая во 

внимание вышесказанное, мы проверили, может ли АП-сайт в мРНК, связанной с 40S 

субчастицами, взаимодействовать с пептидом 55-64 белка uS3. Для этой цели были 

использованы два аналога мРНК (длиной 23 и 30 нуклеотидов), содержащие на 5´-конце 

триплет UUC, позволяющий фиксировать мРНК в рибосомном канале с помощью 

взаимодействия с тРНК
Phe

 в Р-участке, и АП-сайт на 3´-конце, защищенный фотолабильной 2-

нитробензильной группой (рис. 27, верхняя и средняя части). Защита необходима для 

предотвращения сшивки АП-сайта с рибосомами до тех пор, пока не сформируется модельный 

комплекс. Известно, что во время трансляции в канале рибосомы размещается фрагмент мРНК 

длиной около 30 нуклеотидов, в середине которого находится кодон, расположенный в Р-
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участке. Анализ имеющихся в настоящее время субатомных моделей 40S субчастиц и 80S 

рибосомных комплексов, содержащих достаточно длинную мРНК, показывает, что нуклеотиды, 

расположенные после положения +19 (+1 соответствует первому нуклеотиду кодона в Р-

участке), находятся вне рибосомы (например, см. [271, 272]). Таким образом, АП-сайты в 

положениях +23 и +30 в последовательностях аналогов мРНК (далее АП-мРНК23 и АП-мРНК30) 

также должны быть расположены вне рибосомы при условии, что эти АП-мРНК фиксируются в 

канале кодон-антикодоновым взаимодействием между триплетом UUC и тРНК в Р-участке 

рибосомы (рис. 27, нижняя часть). 

 

 

Рисунок 27. Аналоги мРНК, содержащие защищенный АП-сайт, соответствующие 

немодифицированные аналоги, схема снятия защитной группы с АП-сайта и схематическое 

изображение рибосомного комплекса, где 5´-концевой триплет UUC аналога мРНК связан с 

тРНК
Phe

 в P-участке рибосомы, а 3´-конец сшит с экспонированным фрагментом белка uS3 

через АП-сайт, который обозначен как «Х». А, Р и Е – участки связывания тРНК на рибосоме 

(соответственно, аминоацильный, пептидильный и участок выхода). 

Связывание 5'-
32

P-меченых аналогов мРНК с 80S рибосомами в присутствии и 

отсутствии тРНК
Phe

 проверяли, используя стандартный метод фильтрации через 
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нитроцеллюлозные фильтры. Данные аналоги, взятые в стехиометрическом соотношении с 

рибосомами, практически количественно связывались с ними в присутствии тРНК
Phe

, тогда как 

в отсутствие тРНК существенного связывания не детектировали (рис. 28). Таким образом, в 

данных условиях свободный (находящийся вне канала рибосомы) аналог, который 

потенциально мог бы сшиваться с пептидом 55-64 uS3, экспонированным на поверхности 

рибосомы, присутствовал в реакционной смеси лишь в незначительном количестве. 

 

 

Рисунок 28. Изотерма связывания АП-

мРНК23 с 80S рибосомами человека. 

Верхняя кривая соответствуют тройной 

смеси 80S рибосом с тРНК
Phe

 и меченым 

аналогом мРНК, а нижняя кривая – 

бинарной смеси рибосом с аналогом 

мРНК в отсутствие тРНК; n – доля 

связанного с 80S рибосомами меченого 

лиганда в %. 

 

На следующем этапе работы было исследовано, может ли аналог мРНК, закрепленный в 

мРНК-связывающем канале посредством кодон-антикодонового взаимодействия с тРНК в P-

участке, сшиваться с экспонированным пептидом белка uS3 через AП-сайт на 3´-конце мРНК, 

расположенный вне рибосомы (рис. 27). Результаты, полученные с помощью 5´-
32

Р-меченной 

АП-мРНК23, приведены на рис. 29А. Видно, что сильные радиоактивные полосы, которые могут 

быть отнесены к сшитому белку, наблюдаются только в дорожке 1, соответствующей 

комплексу 80S рибосомы с АП-мРНК23 и тРНК
Phe

, облученному после своего формирования 

для снятия защитной группы с АП-сайта. Положение данных полос соответствует белку uS3, 

сшитому с АП-мРНК23, поскольку их сдвиг относительно полосы немодифицированного uS3 в 

окрашенном геле аналогичен сдвигу полосы белка uS3 в составе 40S субчастиц, сшитого с 23-х 

звенной оц-АП-ДНК (рис. 14А). Этих полос не наблюдали без облучения и в отсутствие тРНК 

или АП-сайта в мРНК (рис. 29А дорожки 2-4), что свидетельствовало о том, что сшивка 

происходила именно с деблокированным АП-сайтом и только тогда, когда мРНК была 

фиксирована в мРНК-связывающем канале кодон-антикодоновым взаимодействием между 

тРНК
Phe 

и триплетом UUC в Р-участке. Результаты иммуноблотинга, представленные на рис. 

29Б, показывают те же самые закономерности, что наблюдали на радиоавтографе, для обоих 

аналогов АП-мРНК23 и АП-мРНК30. Видно, что полосы сшитого uS3 располагаются выше полос 
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немодифицированного белка, а положение сигналов uS3, сшитого с АП-мРНК23, точно 

соответствует расположению радиоактивных полос на радиоавтографе (рис. 29А). 

Следовательно, АП-сайт на 3´-конце мРНК, закрепленной в мРНК-связывающем канале 

рибосомы, действительно может сшиваться с белком uS3, причем эффективность этой сшивки 

достаточно высока. 

 

 

Рисунок 29. Сшивка аналогов мРНК, содержащих АП-сайт, с белком uS3 в рибосомных 

комплексах, в которых эти аналоги были фиксированы в мРНК-связывающем канале с 

помощью тРНК
Phe

. Радиоавтограф геля после разделения в SDS-ПААГ белков, выделенных из 

соответствующих комплексов, инкубированных с 5´-
32

P-меченым аналогом АП-мРНК23 (А). 

Иммуноблотинг рибосомных белков, выделенных из комплексов, инкубированных с 

немечеными аналогами АП-мРНК23 или АП-мРНК30, где АП-сайт оставался блокированным 

(«hν-») или был деблокирован («hν+») с помощью УФ-облучения (Б). Иммуноблотинг проведен 

с использованием антител против рибосомного белка uS3. В отдельных экспериментах 40S 

субчастицы перед добавлением мРНК и тРНК сшивали с 3´-диальдегидным производным 

нонамера AAUAAAUAU (обозначенным как «окисленная РНК»), взятым в 25-кратном 

молярном избытке относительно рибосом. TP40 – суммарный белок рибосомных 40S 

субчастиц, разделенных в SDS-ПААГ и окрашенных Coomassie R250 (A) или Ponseau С (Б). 

Полосы, соответствующие белку uS3, сшитому с АП-мРНК30, на дорожке 6 (рис. 29Б) 

находятся несколько выше полос uS3, сшитого с АП-мРНК23 (дорожка 2 рис. 29Б), из-за 

меньшей электрофоретической подвижности белка, сшитого с более длинной РНК. Можно 

заметить, что модифицированный uS3 проявляется в виде группы полос как на радиоавтографе 

(рис. 29А, дорожка 1), так и при иммуноблотинге (рис. 29Б, дорожки 2 и 6), а 

немодифицированный uS3 в последнем случае представлен двумя полосами. Как уже было 

отмечено в разделе 3.1 (см. описание к рис. 14), uS3 в рибосомах человека присутствует в двух 

формах, фосфорилированной и нефосфорилированной, электрофоретическая подвижность 
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которых различна. Учитывая, что uS3 имеет несколько сайтов фосфорилирования (см. [240]), 

можно предположить, что множественные полосы uS3, сшитого с аналогами мРНК, 

соответствуют различным ковалентным аддуктам, образованным с нефосфорилированным uS3 

и различными альтернативными формами фосфорилированного белка, электрофоретическая 

подвижность некоторых одинакова, когда белок не модифицирован. 

Количественная обработка результатов, представленных на рис. 29Б (дорожки 2 и 6), 

показала, что доли uS3, сшитого с аналогами мРНК АП-мРНК23 и АП-мРНК30, 

фиксированными в мРНК-связывающем канале рибосомы, составляла (26.1 ± 2.2) % и (15.0 ± 

1.3) % соответственно. Эти результаты показывают, что АП-мРНК могут достаточно 

эффективно сшиваться с uS3, когда неповрежденная 5´-концевая часть мРНК прочно связана в 

канале рибосомы, а AП-сайт на 3´-конце мРНК находится на расстоянии нескольких 

нуклеотидных остатков от последнего остатка, находящегося внутри рибосомы (в положении 

+19, см выше). О специфичности взаимодействия белка uS3 с АП-мРНК, связанными в 

рибосомном канале, свидетельствует то, что в бинарных смесях 40S субчастиц с аналогами 

мРНК сшивки практически не наблюдали (рис. 29Б, дорожки 4 и 8). 

Для доказательства того, что сшивка АП-сайтов аналогов мРНК происходила именно с 

пептидом 55-64 белка uS3, проводили эксперименты, в которых этот пептид был 

предварительно блокирован сшивкой с 3´-диальдегидным производным олигорибонуклеотида, 

генерированной в соответствии с [240] (рис. 29Б, дорожки 1 и 5). В параллельных опытах 

использовали вместо образцов 80S рибосом, содержащих модифицированные 40S субчастицы, 

образцы, содержащие немодифицированные 40S субчастицы. Ожидалось, что 

олигорибонуклеотид, сшитый с пептидом 55-64 uS3, не мешает фиксации аналога мРНК в 

рибосомном канале с помощью кодон-антикодонового взаимодействия триплета UUC с тРНК, 

поскольку 3´-диальдегидное производное олигорибонуклеотида с одинаковой эффективностью 

сшивается как с «пустыми» 80S рибосомами, так и с их комплексами с тРНК и аналогами мРНК 

[240]. Таким образом, сшитый с рибосомами нонарибонуклеотид AAUAAAUAU не должен был 

препятствовать их тРНК-зависимому связыванию с АП-мРНК. Результаты иммуноблотинга, 

приведенные на рис. 29Б, показывают, что в 80S рибосомах, где пептид 55-64 uS3 был 

предварительно заблокирован ковалентно присоединенным производным нонамера, сшивка 

обоих аналогов мРНК, содержащих AП-сайт, с uS3 было едва заметна (рис. 29Б дорожки 1 и 5). 

Следовательно, можно сделать вывод, что АП-мРНК действительно были сшиты с 40S 

субчастицами через тот же фрагмент 55-64 uS3, что и диальдегидное производное нонамера. 

Таким образом, сшивка рибосомного белка uS3 c АП-сайтом происходит именно посредством 

фрагмента 55-64 в тех комплексах, где аналог мРНК, содержащий данный АП-сайт, фиксирован 

за счет кодон-антикодонового взаимодействия в мРНК-связывающем канале рибосомного 
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комплекса, а АП-сайт находится на 3-конце мРНК, находящемся вне рибосомы перед участком 

входа. 

 

3.11. Сшивки мРНК, содержащей АП-сайт, с рибосомным белком uS3 в 

процессе трансляции 

 

Есть все основания полагать, что рибосома со сшитой мРНК не может нормально 

продолжать трансляцию и является потенциальной мишенью клеточного пути No-Go Decay 

[273-275], предназначенного для разборки рибосомных комплексов с «застрявшей» мРНК и ее 

последующей деградации. Проверку этой гипотезы проводили на 44-х звенных аналогах мРНК, 

содержащих короткий 5´-нетранслируемый участок, за которым следовал инициирующий 

кодон AUG, последовательность из шести кодонов Phe и защищенный (см. выше) АП-сайт в 

положениях +24, +30 или +35 относительно первого нуклеотида в кодоне AUG (рис. 30). Для 

трансляции таких аналогов мРНК использовали бесклеточную белоксинтезирующую систему 

из лизата ретикулоцитов кролика (ЛРК), которая содержит все необходимые компоненты для 

синтеза белка (тРНК, рибосомы, аминокислоты, факторы инициации, элонгации и терминации). 

 

 

Рисунок 30. Последовательности использованных аналогов мРНК, в которых выделены старт-

кодон AUG и АП-сайт (X). 

На первом этапе мы исследовали способность данных аналогов мРНК участвовать в 

трансляции в ЛРК, освобожденном от эндогенных мРНК с помощью микрококковой нуклеазы 

(МНазы). Традиционный метод оценки уровня трансляции природных мРНК, основанный на 

измерении количества [
35

S]-Met во фракции пептидов, нерастворимых в трихлоруксусной 

кислоте, здесь оказался неприменим из-за недостаточной длины продуктов трансляции 

вышеуказанных модельных мРНК. Поэтому мы исследовали накопление 
35

S-Met во фракциях 

80S рибосом, выделенных центрифугированием в градиенте плотности сахарозы из 

соответствующих смесей после трансляции аналогов мРНК. Поскольку некоторое количество 

эндогенной мРНК могло остаться в ЛРК после его обработки МНазой, то с учетом того, что 

эндогенная мРНК должна транслироваться более эффективно, чем модельные мРНК, можно 
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ожидать, что трансляция последних будет «тонуть» в остаточной трансляции эндогенной 

мРНК. Чтобы исключить такую возможность, мы использовали обработанный МНазой ЛРК, 

полностью лишенный не только эндогенной мРНК, но и эндогенных рибосом, которые удаляли 

из него путем высокоскоростного центрифугирования. Вместо них в лизат вносили 40S и 60S 

рибосомные субчастицы человека. Результаты, приведенные на рис. 31, показывают 

накопление [
35

S]-Met в 80S рибосомных фракциях в опытах как с контрольной, так и с АП-сайт-

содержащей мРНК30, которое практически полностью зависело от присутствия мРНК и 

рибосом человека (рис. 31, колонки 1 и 2). Следовательно, эти модельные мРНК могут 

транслироваться в ЛРК, по крайней мере, до стадии сборки 80S пост-инициаторных комплексов 

с инициаторной тРНКi
Met

 в P-участке рибосомы. 

 

 

Рисунок 31. Накопление [
35

S]-Met в 80S рибосомных комплексах в ЛРК (лишенном эндогенной 

мРНК и рибосом и снабженном рибосомами человека) при его инкубации с модельными мРНК 

в условиях трансляции. Типичный профиль седиментации, полученный из смеси, содержащей 

100 мкл ЛРК, представлен сверху; 80S рибосомная фракция, собранная для измерения 

радиоактивности, показана вертикальными линиями. 

Далее, с использованием подхода, примененного в предыдущих работах нашей 

лаборатории [270, 276, 277], была проанализирована природа молекул тРНК, связанных с 80S 

рибосомами после остановки трансляции модельных мРНК в ЛРК антибиотиком 

анизомицином, блокирующим образование пептидной связи [278]. Этот подход основан на 
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выделении суммарной РНК из соответствующего 80S рибосомного комплекса, очищенного 

центрифугированием в градиенте плотности сахарозы, и ее мечении по 3’-концу с помощью 

[
32

Р]рСр и Т4 РНК-лигазы с последующей идентификацией полос меченых тРНКi
Met

 и тРНК
Phe

 

после анализа меченой РНК гель-электрофорезом в денатурирующих условиях, что является 

возможным благодаря разнице в их электрофоретических подвижностях [270, 276]. Этот метод 

дает возможность выявить связанные с рибосомой деацилированные тРНК и аминоацил-тРНК, 

поскольку перед мечением РНК обрабатывают ионами Cu
2+

, которые катализируют 

деацилирование тРНК и тем самым позволяют метить ее по 3’-концу. Пептидил-тРНК не могут 

быть определены данным методом, поскольку Cu
2+

 является плохим катализатором для их 

гидролиза. 

Как видно из результатов, представленных на рис. 32, трансляционные комплексы 80S 

рибосом, полученные со всеми модельными мРНК, содержат тРНК
Phe

 в сопоставимых 

количествах. Это указывает на то, что и мРНК, содержащие АП-сайт, и контрольная мРНК 

участвуют в процессе элонгации, по крайней мере, на стадии связывания Phe-тРНК
Phe

 с 

фенилаланиновым кодоном мРНК, который следует за кодоном AUG в рибосомном Р-участке. 

 

 

Рисунок 32. Анализ тРНК, содержащихся во фракциях 80S рибосом после центрифугирования 

в градиенте плотности сахарозы смесей, полученных в результате инкубации модельных мРНК 

в ЛРК, лишенном эндогенной мРНК, в присутствии 5 мМ анизомицина (дорожки 3-6). Дорожка 
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2 соответствует ЛРК, инкубированному в отсутствие модельной мРНК. Суммарную РНК, 

выделенную из вышеуказанных фракций, обрабатывали Cu
2+

, метили по 3´-концу и разделяли с 

помощью электрофореза в ПААГ в присутствии 8 М мочевины с последующей 

авторадиографией геля. Полосы тРНК
Phe

, тРНКi
Met

, 5S и 5,8S рРНК были идентифицированы 

согласно предыдущим исследованиям нашей лаборатории [270, 277]. Дорожка 1 является 

эталонной дорожкой, соответствующей тРНК
Phe

, меченной тем же способом, как суммарная 

РНК из 80S рибосомных фракций.
 

 

3.12. Сшивка аналогов мРНК с рибосомами в процессе трансляции 

Чтобы узнать, может ли мРНК посредством АП-сайта сшиваться с uS3 в 40S субчастице 

в процессе трансляции, мы проанализировали с помощью SDS-ПААГ суммарный белок из 

фракций 80S рибосом, выделенных из смесей, полученных в результате инкубации ЛРК, 

лишенного эндогенной мРНК, c 5-
32

Р-мечеными аналогами мРНК мРНК24 или мРНК30. Для 

идентификации радиоактивных полос, соответствующих модифицированному uS3, мы 

использовали образец, полученный в результате инкубации 40S субчастиц рибосом человека с 

мРНК35, взятой в высокой концентрации, в условиях генерирования неспецифической сшивки 

альдегидных производных олигорибонуклеотидов с пептидом 55-64 белка uS3. Этот тип 

сшивки происходит гораздо менее эффективно, чем при фиксации немодифицированной части 

альдегид-содержащей РНК в рибосомном канале путем взаимодействия с тРНК (см. раздел 

3.10), поэтому его можно выявить только при использовании высоких концентраций рибосом и 

производного РНК [240, 270]. 

Результаты, представленные на рис. 33, показывают, что инкубация указанных аналогов 

мРНК в условиях трансляции приводит к появлению радиоактивных полос, являющихся 

основными (дорожки 2, 3 и 5), которые могут быть определены как полосы белка uS3, сшитого 

пептидом 55-64 с мРНК посредством ее АП-сайта. Данный вывод сделан на следующих 

основаниях. Во-первых, электрофоретическая подвижность продуктов, отнесенных к этой 

полосе, соответствует подвижности, ожидаемой из наших предыдущих данных о белке uS3, 

сшитом с аналогом мРНК сходной длины (см. разделы 3.1, 3.3, 3.10). Во-вторых, из всех 

рибосомных белков только uS3 может эффективно сшиваться с нуклеиновыми кислотами, 

содержащими АП-сайт (см. раздел 3.1) или другой тип альдегидных групп, вне мРНК-

связывающего канала рибосомы [240]. Наконец, в-третьих, такого рода сшивки как с ДНК, так 

и с РНК, содержащими AП-сайт, происходят через один и тот же пептид 55-64 uS3 (см. разделы 

3.3, 3.9, 3.10). Можно заметить, что электрофоретическая подвижность uS3, сшитого с мРНК24 

или мРНК30 (рис. 33, дорожки 3 и 5), несколько выше, чем у белка, сшитого с мРНК35 (рис. 33, 

дорожки 1 и 2), что, по-видимому, обусловлено разной геометрией соответствующих сшитых 

продуктов, в которых АП-сайт находится в различном положении в последовательности мРНК. 
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Доказательством того, что аналоги мРНК сшивались с белком uS3 через АП-сайт, являеся 

наличие едва заметной радиоактивной полосы, соответствующей сшитому uS3, в контрольном 

эксперименте, где АП-сайт перед трансляцией не был деблокирован УФ-облучением (рис. 33, 

дорожки 4 и 6), и в эксперименте с мРНК К, в которой АП-сайт отсутствовал (рис. 33, дорожка 

7). 

Следует заметить, что инкубация модельных мРНК с 80S рибосомами (в отсутствие 

тРНК) в концентрациях, близких к таковым в ЛРК, не выявила интенсивных радиоактивных 

полос, соответствующих их сшивкам с uS3 (рис. 33, дорожка 8). Это может быть рассмотрено 

как подтверждение того, что радиоактивные полосы, наблюдаемые с АП-сайт-содержащими 

аналогами мРНК (рис. 33), относятся к их сшивкам с uS3, образованным в трансляционных 

комплексах с эндогенными 80S рибосомами ЛРК. В этих комплексах немодифицированная 5´-

концевая часть мРНК находилась в рибосомном канале, а 3´-концевая часть с АП-сайтом – вне 

его, что, очевидно, и позволяло АП-сайту сшивается с пептидом 55-64 uS3. 

 

 

Рисунок 33. Анализ рибосомных белков, сшитых с 5'-
32

Р-мечеными модельными мРНК 

(примерно с одинаковой удельной радиоактивностью) при их трансляции в ЛРК, обработанном 

МНазой, с помощью электрофореза в SDS-ПААГ (дорожки 2-7). Концентрация эндогенных 

рибосом в трансляционных смесях составляла ≈ 0,05 мкМ. Слева представлена дорожка, 

показывающая разделение суммарного белка 40S субчастицы с последующим окрашиванием 

геля Coomassie R250 (TP40). Полосы, соответствующие uS3, сшитому с модельными мРНК, 

обозначены как uS3-мРНК. Обозначение hν соответствует облучению мягким УФ-светом для 

снятия защиты с AП-сайтов мРНК перед их загрузкой в трансляционную систему. Дорожка 1 

(uS3-мРНК35) соответствует эталонной сшивке белка через пептид 55-64 с мРНК35, 

полученной инкубацией меченой мРНК с 40S субчастицами человека, взятыми в концентрации 

2.5 мкМ. Дорожки 8 и 9 относятся к uS3, сшитому с мРНК35 в 80S рибосомных комплексах, 

полученных без ЛРК при концентрациях 80S рибосом и мРНК, таких же, как и в экспериментах 

с ЛРК. 
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Как видно из результатов, представленных на рис. 33, при трансляции в ЛРК выход 

сшивки примерно одинаков для всех модельных мРНК (дорожки 2, 3 и 5). Это указывает на то, 

что они происходили, когда АП-сайт в мРНК в ходе трансляции попадал в общее для всех 

аналогов благоприятное для сшивания положение относительно пептида 55-64 белка uS3. Если 

бы это было не так, то выходы сшивок uS3 с этими мРНК различались бы, так как расстояния 

от АП-сайта, расположенного в 3´-концевой части мРНК вне рибосомного канала, до участка 

входа мРНК в рибосому и, соответственно, до пептида 55-64 uS3, были бы различны для 

мРНК24, мРНК30 и мРНК35. Для доказательства данного утверждения были проведены 

модельные эксперименты по сшиванию тех же аналогов мРНК с uS3 в 80S рибосомных 

комплексах человека, в которых мРНК были фиксированы в канале рибосомы путем 

взаимодействия триплета GUU с тРНК
Val

 в P-участке рибосомы аналогично тому, как это было 

сделано выше (см. раздел 3.10). В этих комплексах рамка считывания была смещена на два 

нуклеотида относительно той, в которой AUG является стартовым кодоном (рис. 34А), поэтому 

АП-сайт мРНК находился в положениях +22, +28 или +33. Результаты анализа сшивок аналогов 

мРНК с uS3 в составе этих комплексов (рис. 34Б) показали, что выход сшивок мРНК с uS3 

резко снижается при удалении АП-сайта от положения +22, которое, по-видимому, является 

наиболее благоприятным из трех выбранных положений для сшивания АП-сайта с пептидом 

55-64 uS3. Таким образом, эти результаты подтверждают вышеупомянутое утверждение об 

общем для всех аналогов мРНК положении АП-сайта относительно указанного выше пептида 

белка uS3, благоприятном для сшивки, при трансляции этих аналогов. 
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Рисунок 34. Сшивка мРНК, содержащих АП-сайт, с районом 55-64 uS3 в 80S рибосомных 

комплексах, в которых мРНК фиксирована в канале с помощью кодон-антикодонового 

взаимодействия с тРНК
Val

 в P-участке. (А) Схематическое изображение комплексов, где 

молекулы тРНК изображены как L-подобные объекты, а их антикодоны обозначены тремя 

вертикальными чертами. (Б) Анализ рибосомных белков, сшитых с 5´-
32

P-мечеными 

модельными мРНК в вышеуказанных комплексах, с помощью электрофореза в SDS-ПААГ. 

Показан радиоавтограф геля, на котором дорожки 1, 2, 3 и 4 соответствуют комплексам с 

мРНК24, мРНК30, мРНК35 и мРНК К, соответственно. Отмечена основная радиоактивная 

полоса, соответствующая uS3, сшитому с аналогами мРНК (мРНК-uS3). 

Наконец, с применением того же метода постмечения суммарной РНК из 80S 

рибосомных фракций, что описан выше (см. раздел 3.11), была сделана попытка оценить, 

сколько циклов элонгации происходит при трансляции мРНК, содержащей АП-сайт, на 

примере мРНК24. Результаты постмечения, приведенные на рис. 35, выявили интенсивную 

полосу меченой тРНК
Phe

 и менее интенсивную полосу меченой тРНКi
Met

 при разделении 

полученного препарата меченой РНК гель-электрофорезом. Появление полосы инициаторной 

тРНК, по-видимому, не связано с трансляцией мРНК24, так как эта полоса с той же 

интенсивностью присутствовала и в контрольной дорожке без добавления мРНК (дорожка «-

мРНК»); наличие таких полос инициаторной тРНК в 80S рибосомных фракциях из ЛРК, 

обработанных МНазой, также наблюдали ранее [270]). С учетом того, что метод постмечения 
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РНК не позволяет обнаруживать пептидил-тРНК (см. раздел 3.11), полученные результаты 

подразумевают, что тРНК
Phe

 в 80S рибосомных комплексах присутствует в деацилированной 

форме или в виде Phe-тРНК
Phe

. Однако последнее очень маловероятно, поскольку состояние, в 

котором аминоацил-тРНК остается связанной в А-участке рибосомы без образования 

пептидной связи, имеет очень короткое время жизни и, насколько нам известно, его трудно 

обнаружить без добавления ингибиторов транспептидации [279]. Поэтому сделано 

предположение, что полоса тРНК
Phe

 на рис. 35 соответствует деацилированной тРНК, которая 

могла оказаться в Е-участке не ранее, чем во втором цикле элонгации в результате 

транслокации MetPhePhe-тРНК
Phe

 в Р-участок. Это означает, что АП-сайт, сшитый с пептидом 

55-64 белка uS3, должен был сместиться из положения +24 (где он находился в начальный 

момент трансляции) в положение +18 относительно первого нуклеотида кодона Р-участка, что, 

вероятно, оказывается возможным благодаря гибкости мРНК и рибосомы в области сшивания. 

 

 

Рисунок 35. Анализ тРНК, содержащихся в 80S рибосомных фракциях, полученных в 

результате инкубации мРНК24 в ЛРК, лишенном эндогенных мРНК. Дорожка «48S» 

соответствует меченым РНК из фракции 40S рибосомных субчастиц, содержащей 48S 

предынициаторный комплекс с тРНКi
Met

. Эта дорожка получена при более длительном времени 

экспозиции из-за более низкого выхода 48S комплексов по сравнению с комплексами 80S, и 

содержит минорную полосу 5S рРНК из-за загрязнения фракции 40S субчастиц 60S 

субчастицами. 

Таким образом, показано, что AП-сайты в различных положениях кодирующих 

последовательностей модельных мРНК во время их трансляции в бесклеточной 

белоксинтезирующей системе млекопитающих сшиваются с пептидом 55-64 рибосомного белка 
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uS3. Образование такой сшивки могло быть одной из причин остановки трансляции, которую 

наблюдали ранее при использовании мРНК, содержащей АП-сайт [92]. Вышеизложенное 

вместе с приведенными в обзоре литературы данными о том, что мРНК, содержащие 

окислительные повреждения, накапливаются в клетках с подавленным механизмом No-Go 

Decay [28], дает все основания полагать, что сшивание транслируемых мРНК через АП-сайт с 

пептидом 55-64 uS3 является одним из способов участия рибосом в контроле качества мРНК. 

Анализ структуры 40S субчастиц, проведенный в [280], выявил кластер положительно 

заряженных аминокислотных остатков между пептидом 55-64 uS3 и участком входа мРНК в 

рибосомный канал, который, как предполагают авторы, отвечает за лабильное связывание с 

мРНК в процессе трансляции. Этот кластер мог бы притягивать к себе район мРНК, 

находящийся между пептидом 55-64 и участком входа мРНК в канал во время трансляции, и 

тем самым заставлять мРНК (и, соответственно, АП-сайт при его наличии в ней) проходить 

мимо данного пептида перед тем, как войти в рибосому (рис. 36).  

Можно предположить, что пептид 55-64 uS3 в процессе трансляции сканирует мРНК на 

наличие АП-сайта, и когда находит его, то сшивается с ним, что должно неизбежно привести к 

остановке трансляции. Такой рибосомный комплекс с «застрявшей» мРНК является мишенью 

для привлечения участников клеточного пути, предназначенного для удаления поврежденных 

мРНК и неполных продуктов трансляции (сопряженные пути No-Go Decay и Ribosome-based 

Quality Control, см. главу 1.1.4). Поскольку и мРНК, и рибосома обладают значительной 

степенью гибкости, не исключено, что после сшивания мРНК еще будет способна участвовать в 

одном или даже двух циклах элонгации до того, как трансляция остановится. 

 

 

Рисунок 36. Карман для лабильного 

связывания неструктурированных РНК между 

порой входа мРНК в рибосому и пептидом 55-

64 uS3, предложенный в работе [280]. Темно-

синим цветом обозначены положительно 

заряженные аминокислотные остатки uS3 и 

соседних рибосомных белков вблизи участка 

входа мРНК в рибосому; красной пунктирной 

линией обозначена входящая в рибосому 

мРНК. 
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 Следует отметить, что молекулярный механизм преждевременной остановки трансляции 

мРНК, содержащих АП-сайт, наблюдали ранее в работе [92], где авторы полагают, что 

остановка происходит, когда поврежденный кодон достигает А-участка рибосомы, где он не 

может быть декодирован. Результаты, полученные в настоящей работе, позволяют предложить 

альтернативный механизм остановки трансляции – ковалентную фиксацию мРНК на рибосоме 

посредством сшивки АП-сайта с пептидом 55-64 uS3. Поскольку эффективность сшивки, 

очевидно, не может быть 100%, то вполне вероятно, что в некоторых случаях повреждение 

может «проскользнуть» мимо этого пептида и проникнуть в рибосому. Если это произойдет, то 

трансляция, по-видимому, будет нарушена и остановится на этапе декодирования кодона, 

содержащего АП-сайт, в соответствии с предположением, сделанным в статье [92].  

Таким образом, на основании вышеизложенных данных можно заключить, что АП-

сайты, возникающие в мРНК при окислительном стрессе и старении [281], способны 

непосредственно взаимодействовать в процессе трансляции с пептидом белка uS3, 

экспонированным на поверхности 40S субчастицы вблизи участка входа мРНК, тем самым 

делая этот пептид в составе рибосомы участником контроля качества мРНК. Рибосома могла бы 

участвовать в путях удаления поврежденных мРНК и недосинтезированных пептидов 

посредством образования трансляционных комплексов с «застрявшей» мРНК двумя 

альтернативными путями. Согласно первому пути входящая в рибосому мРНК, привлекаемая 

РНК-связывающим карманом вблизи участка входа (рис. 36), проходит мимо пептида 55-64 

uS3, который сшивается с ней по мере того, как АП-сайт достигает благоприятного для сшивки 

положения относительно этого пептида по ходу движения мРНК относительно рибосомы. 

Второй путь мог бы реализоваться, если поврежденное звено мРНК проследовало мимо 

пептида 55-64, не образовав ковалентной связи, и попало в декодирующий центр рибосомы. В 

этом случае трансляция должна остановиться из-за невозможности декодирования 

поврежденного кодона. Рибосомные комплексы, возникающие в результате этих двух путей, 

будучи мишенями для клеточных путей контроля качества мРНК и синтезируемых пептидов, 

должны подвергаться разборке, а мРНК и пептиды – последующей деградации в протеасомах. 

Наконец, стоит отметить, что потенциальная роль uS3 в путях, обеспечивающих 

контроль качества мРНК и синтезируемых пептидов, не ограничивается его способностью 

сшиваться с АП-сайтами в мРНК в процессе трансляции. Во-первых, консервативные остатки 

аргинина uS3 в положениях 116/117, которые взаимодействуют с мРНК в участке входа в 

рибосому влияют на эффективность расщепления мРНК эндонуклеазой на начальных стадиях 

пути No-Go Decay, хотя сам белок в этом случае не обладает эндонуклеазной активностью 

[199]. Кроме того, убиквитинирование лизина uS3 по остатку Lys212 у дрожжей 

(соответствующему Lys214 у человека) является ключевым этапом пути деградации 
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нефункциональной 18S рРНК (см. раздел 1.1.4), включающим разборку соответствующих 

рибосомных комплексов и деградацию поврежденной рРНК [158]. Таким образом, очевидно, 

что uS3 в составе рибосомы выполняет множество функций, связанных с клеточными путями, 

обеспечивающими контроль качества РНК и синтезируемых пептидов. В этих путях участвуют 

аминокислотные остатки всех доменов белка, и пептид 55-64 с его уникальным свойством 

сшиваться с АП-сайтами, по-видимому, входит в их число. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

 

Результаты настоящей работы позволили получить неизвестную ранее информацию о 

взаимодействии рибосомного белка uS3 человека с ДНК. Анализ полученных в работе данных 

об участках связывания uS3 на геномной ДНК в составе хроматина и по взаимодействию 

рекомбинантного белка с модельными ДНК, содержащими АП-сайт, позволило выяснить, что 

критерием, по которому белок выбирает участки ДНК для связывания, является практически 

только их физическая доступность, и установить, что изолированный белок предпочитает 

взаимодействовать с оц-ДНК, а не дц-ДНК в качестве субстрата. Результаты работы указывают 

на то, что находящийся вне рибосом uS3 может быть вовлечен в репарацию ДНК в ядрышке и 

связанном с ядрышком хроматине. Применение подходов, использованных ранее для 

установления пептидов рибосомных белков, контактирующих с мРНК на рибосоме, позволило 

впервые получить прямые экспериментальные данные о пептидном фрагменте uS3, 

непосредственно участвующем в АП-лиазной активности белка на стадии образования его 

ковалентного интермедиата с АП-сайтом. Анализ способности белка, находящегося в составе 

зрелых цитоплазматических 40S субчастиц, расщеплять ДНК по АП-сайту показал, что он, 

отличие от свободного uS3, не обладает АП-лиазной активностью, однако способен сшиваться 

с АП-сайтами в одноцепочечных ДНК. Примечательно, что в работе удалось установить, что 

изолированный uS3 и белок в составе зрелых 40S субчастиц взаимодействуют с АП-сайтами 

посредством разных участков, находящихся в разных доменах белка – у изолированного белка - 

в структурированной части С-концевого домена, а у uS3 в составе рибосомы - в КН-домене на 

поверхности 40S субчастицы недалеко от участка входа мРНК. Обнаруженная в настоящей 

работе способность uS3 в составе рибосомы сшиваться с АП-сайтом в оц-ДНК не может иметь 

биологического значения, поскольку в клетке зрелые рибосомы и ДНК локализованы в разных 

местах и встретиться не могут. Поэтому было сделано предположение, что данное свойство 

отражает способность белка взаимодействовать с АП-сайтами в мРНК. Это предположение 

удалось полностью подтвердить экспериментально, продемонстрировав сшивку АП-сайта в 

составе мРНК с пептидом 55-64 uS3 на внешней поверхности 40S субчастицы вблизи участка 

входа мРНК как в модельных комплексах, собранных без участия факторов трансляции, так и в 

процессе трансляции мРНК, содержащих АП-сайт, в бесклеточной белоксинтезирующей 

системе. Полученные результаты указывают на существование неизвестного ранее механизма 

вовлечения рибосом в контроль качества мРНК, основанного на ковалентной фиксации 

поврежденной мРНК на рибосоме посредством взаимодействия АП-сайта с пептидом 55-64 uS3 

в процессе трансляции, превращающей соответствующий рибосомный комплекс в мишень для 

пути No-Go Decay, предназначенного для узнавания и разборки комплексов с «застрявшей» на 
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рибосоме мРНК и утилизации поврежденных мРНК. Таким образом, неканонические функции 

uS3 в клетке, основанные на его способности взаимодействовать с АП-сайтами, включают в 

себя его участие в контроле качества как ДНК, так и мРНК, причем в репарации ДНК участвует 

только белок, находящийся вне рибосомы, а в контроле качества мРНК – белок в составе 40S 

субчастицы. Эти функции осуществляются двумя отдельными активными центрами, один из 

которых, предназначенный для взаимодействия с АП-сайтами в ДНК, расположен в С-

концевом домене, а второй, для взаимодействия с АП-сайтами в мРНК – в KH (N-концевом) 

домене. 
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ВЫВОДЫ 

 

1. Белок uS3 в составе зрелых цитоплазматических 40S субчастиц рибосом человека, в отличие от 

изолированного рекомбинантного uS3, не проявляет АП-лиазной активности, однако способен 

сшиваться с АП-сайтом в одноцепочечной (но не двуцепочечной) ДНК посредством пептида 

55-64, экспонированного на поверхности субчастицы вблизи участка входа мРНК, что отражает 

способность этого пептида к взаимодействию с АП-сайтами в мРНК. 

2. Изолированный рекомбинантный рибосомный белок uS3 расщепляет по АП-сайту более 

эффективно одноцепочечную ДНК по сравнению с двуцепочечной ДНК, сшиваясь при этом с 

продуктом расщепления ДНК и, в меньшей степени, с нерасщепленной ДНК. Участок сшивки 

ДНК в изолированном uS3 находится в районе 155-192, расположенном вдали от пептида 55-64, 

взаимодействующего с АП-сайтами в одноцепочечных нуклеиновых кислотах в составе 40S 

субчастиц. Это свидетельствует о существовании в рибосомном белке uS3 двух различных 

центров взаимодействия с АП-сайтами. 

3. В клеточном ядре белок uS3, находящийся вне рибосомных частиц, взаимодействует 

преимущественно с прицентромерными областями хромосом и доменами хроматина, 

ассоциированными с ядрышком. Основным критерием выбора белком uS3 участков на 

хроматине является их физическая доступность для связывания, которая, вероятно, 

обеспечивается отсутствием их экранирования гистонамами и/или высоким содержанием 

одноцепочечных участков. 

4. Синтетические аналоги мРНК, содержащие АП-сайт, способны сшиваться с пептидом 55-64 

белка uS3, экспонированным на поверхности 40S субчастицы вблизи участка входа мРНК в 

рибосомный канал, когда неповрежденная 5´-концевая часть мРНК фиксирована в канале 

кодон-антикодоновым взаимодействием с тРНК, а AП-сайт находится в мРНК на расстоянии 

нескольких нуклеотидных остатков с 3´-стороны от последнего остатка, находящегося внутри 

рибосомы. 

5. Пептид 55-64 белка uS3 может сшиваться с синтетическими мРНК через АП-сайт в процессе 

трансляции. Сшивка происходит, когда в ходе движения мРНК относительно рибосомы АП-

сайт оказывается в наиболее благоприятном положении относительно этого пептида. Комплекс 

с ковалентно фиксированной на рибосоме мРНК имеет все свойства мишени для клеточного 

пути No-Go Decay, предназначенного для удаления поврежденных мРНК, что указывает на 

существование неизвестного ранее механизма, вовлекающего рибосомы в процесс контроля 

качества мРНК посредством сшивки АП-сайта с пептидом 55-64 белка uS3. 
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