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Система эксцизионной репарации нуклеотидов (ЭРН) является одним из основных механизмов защиты
ДНК клетки от повреждений, вызванных такими значимыми экологическими факторами, как ультрафио*
летовое облучение, воздействие полициклических ароматических углеводородов, а также лекарственным
воздействием противоопухолевых лекарств, например, препаратов цисплатины. Одним из основных ком*
понентов ЭРН является фактор XPC*HR23B, выполняющий ключевую роль на этапе узнавания поврежде*
ния ДНК. Связывание XPC*HR23B c ДНК, содержащей разнообразные объемные повреждения, вызываю*
щие нарушения структуры ДНК, являются основой широкой субстратной специфичности рассматривае*
мой системы репарации. К числу других белковых факторов, обладающих высоким сродством к поврежден*
ной ДНК следует отнести мультифункциональный белок YB*1. Участие YB*1 в системе клеточного ответа
на генотоксический стресс, его способность к взаимодействию с самым широким спектром поврежденных
ДНК, вызывают интерес к его возможному участию и модулированию активности системы ЭРН на стадии
узнавания и верификации повреждений. В данной работе были проанализированы функциональные взаи*
модействия белковых факторов XPC*HR23B и YB*1 при связывании с ДНК структурами, моделирующими
ДНК, содержащую одиночные объемные повреждения, субстраты ЭРН, а также объемные повреждения в
комбинации с апуриновыми/апиримидиновыми сайтами, совместно имитирующими кластерное повреж*
дение. Полученные данные показывают, что белки YB*1 и XPC*HR23B способны стимулировать взаимную
посадку на ДНК, содержащую объемное или кластерное повреждение, что свидетельствует о вероятном
участии YB*1 в регуляции репарации повреждений ДНК системой ЭРН.

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: эксцизионная репарация нуклеотидов, объемные повреждения ДНК, кластерные
повреждения ДНК, ДНК*белковые комплексы, Y*box*связывающий белок 1 (YB*1), XPC*HR23B.

ДНК живой клетки человека постоянно под*
вергается воздействию экзогенных и эндоген*
ных факторов, вызывающих ее повреждения. К
числу основных систем, препятствующих воз*
никновению мутаций посредством эффектив*

ного исправления повреждений, в первую оче*
редь следует отнести эксцизионную репарацию
оснований (ЭРО) и эксцизионную репарацию
нуклеотидов (ЭРН) [1, 2]. Главная задача ЭРО –
исправление повреждений, возникающих в ходе
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окислительно*восстановительных реакций, зат*
рагивающих гетероциклические основания мо*
лекулы ДНК, таких как спонтанная депуриниза*
ция, алкилирование, окисление или восстанов*
ление гетероциклических оснований. Субстра*
тами второй системы – ЭРН, в первую очередь
являются объемные повреждения, возникаю*
щие под действием химических канцерогенов,
ультрафиолетового света, и даже некоторых ле*
карственных препаратов. Интересная особен*
ность системы ЭРН – ее широчайшая субстрат*
ная специфичность, заключающаяся в способ*
ности исправлять повреждения самой разнооб*
разной химической природы. Такое свойство
связано с принципом детекции повреждений,
ключевым фактором которой является белко*
вый комплекс XPC*HR23B, совместно с допол*
нительными белковыми факторами XPA, RPA
распознающий локальное нарушение двойной
спирали ДНК вблизи повреждения [3, 4]. Подт*
верждением того, что XPC*HR23B является ос*
новным компонентом сенсорно*верификаци*
онного ансамбля ЭРН, инициирующим сборку
предрасщепляющего комплекса, служат экспе*
рименты на клетках фибробластов человека [4].
Несмотря на ключевую роль XPC*HR23B в сис*
теме ЭРН, ранее было показано, что он также
физически взаимодействует с повреждениями
ДНК, исправляемыми системой эксцизионной
репарации оснований (ЭРО), к числу которых в
первую очередь следует отнести апуриновые/апи*
римидиновые (АП*) сайты [5]. Такие наблюдения
могут служить основанием для зачисления фак*
тора XPC*HR23B в список белков, опосредую*
щих взаимодействие сенсорных компонентов
ЭРН и ЭРО. Другим белком, участвующим в не*
посредственном взамодействии с поврежденной
ДНК, является мультифункциональный Y*box*
связывающий белок YB*1 [6]. В нормальных ус*
ловиях YB*1 локализован преимущественно в
цитоплазме клетки, однако в условиях геноток*
сического стресса, вызванного самыми разно*
образными факторами, например, УФ*облуче*
нием, обработкой митомицином С или циспла*
тином, большие количества YB*1 переходят в
ядро [7–9]. Кроме того, YB*1 обладает повы*
шенным сродством к поврежденной ДНК, со*
держащей АП*сайты или другие нарушения
структуры, связывает одноцепочечную форму
ДНК предпочтительнее, чем двухцепочечную
[10–12]. Наконец, известно, что YB*1 физичес*
ки и функционально взаимодействует с ключе*
выми белками и ферментами ЭРО, такими как
APE1, ДНК*полимераза β, ДНК*гликозилазы
NEIL2 и NTH1 [7, 13–16]. Особенности внут*
риклеточной локализации и сеть функциональ*
ных взаимодействий позволяет рассматривать

YB*1 в качестве модулирующего компонента ре*
паративных комплексов, обеспечивающего
функциональную связь системы ЭРО с другими
путями восстановления целостности ДНК.
Имеющиеся данные литературы свидетельству*
ют, что YB*1 участвует в процессе репарации
объемных повреждений ДНК, таких как цикло*
бутан*пиримидиновые димеры, цис*платино*
вые аддукты и продукты взаимодействия ДНК с
митомицином С [8, 17]. Подобная широкая спе*
цифичность как YB*1, так и XPC*HR23B по от*
ношению к спектру повреждений ДНК позво*
ляет рассматривать белки в качестве участников
репарации кластерных повреждений ДНК, сос*
тоящих из индивидуальных повреждений раз*
личной природы и структуры. В данной работе
мы проанализировали возможность взаимодей*
ствия YB*1 и XPC*HR23B с ДНК*структурами,
содержащими одновременно такие поврежде*
ния, как АП*сайт и остаток флуоресцеина, моду*
лирующий объемное повреждение ДНК.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Белки и олигонуклеотиды. Рекомбинантные
YB*1 и XPC*HR23B были выделены и очищены
согласно опубликованным протоколам [18, 19].
Рекомбинантные APE1 и урацил*ДНК*глико*
зилаза E. сoli (Ung) были любезно предоставле*
ны С.Н. Ходыревой (Институт химической био*
логии и фундаментальной медицины СО РАН,
Новосибирск). В работе использована полинук*
леотидкиназа фага Т4 производства «Биосан»
(Россия). Последовательности использованных
в работе олигонуклеотидов ODN1, ODN2 («Био*
сет», Россия) и ODN3 (любезно предоставлен*
ные В.Н. Сильниковым, Институт химической
биологии и фундаментальной медицины СО
РАН) представлены в табл. 1.

Для экспериментов, проведенных методом
«задержки в геле», с целью визуализации ДНК
цепь ODN1 была 5'*радиоактивно мечена с ис*
пользованием полинуклеотидкиназы фага Т4 и
[γ*32P]ATP (Институт химической биологии и
фундаментальной медицины СО РАН). Непро*
реагировавший [γ*32P]ATP удаляли из смеси
путем гель*фильтрации на колонке MicroSpin
G*25 («GE Healthcare Life Sciences», Швеция)
согласно протоколу производителя. Для получе*
ния дуплексов олигонуклеотид ODN1 гибриди*
зовали с комплементарной цепью ODN2 либо
ODN3 в молярном соотношении 1 : 1,2. АП*сай*
ты в ДНК*субстратах получали in situ непосред*
ственно перед реакцией, инкубируя урацил*со*
держащие ДНК*субстраты с Ung (0,15 ед/пмоль
ДНК) в течение 20 мин при 37° (условные обоз*
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начения полученных дуплексов, а также их
схематические изображения представлены в
табл. 2).

В экспериментах по флуоресцентному тит*
рованию в качестве репортерной группировки
использовался остаток флуоресцеина в составе
ДНК*структур (Bulk, AP*Вulk) (длины волн воз*
буждения и эмиссии флуорофора – 495 и 520 нм
соответственно). Измерение анизотропии и ин*
тенсивности флуоресценции проводили в план*
шетах на приборе POLARstar Optima («BMG
Labtech», Германия), значения величин, полу*
ченные для каждой реакционной смеси на од*
ном шаге сканирования, соответствовало вы*
численному среднему значению из 50 измере*
ний прибора. Для повышения достоверности
значений применяли режим кинетического ска*
нирования, при котором весь планшет с серией
реакционных проб сканировали 10 раз, а потом
полученные значения усредняли для каждой
экспериментальной пробы в серии.

Определение доли активного белка в препара�
тах YB�1 и XPC�HR23B. Термином «активный
белок» здесь и далее обозначается белок, спо*
собный связывать ДНК, а «суммарная концент*
рация белка» соответствует концентрации белка
в препарате, определенной колориметрически
по методу Брэдфорда. Для определения кон*
центрации активного белка в препаратах YB*1 и
XPC*HR23B было проведено титрование ДНК
препаратом анализируемого белка в условиях
стехиометрического связывания (предполагае*
мая концентрация активного белка и концент*
рация ДНК были не менее чем на порядок выше
предполагаемой константы диссоциации комп*
лекса белок*ДНК) согласно методике, описан*
ной в [20]. В случае YB*1 реакционные смеси
(150 мкл) содержали стандартные буферные
компоненты (буфер RB – 50 мМ Tris*HCl,
100 мМ NaCl, 5 мМ MgCl2, 0,5 мМ ЭДТА, 1 мМ
ДТТ, 0,6 г/л БСА), анализируемый белок в варь*
ируемой суммарной концентрации и флуорес*

ODN1

ODN2

ODN3

Таблица 1. Обозначения и последовательности олигонуклеотидов

5'*CTATGGCGAGGCGATTAAGTTGGGUAACGTCAGGGTCTTCCGAACGAC*3'

5'*GTCGTTCGGAAGACCCTGACGTTGCCCAACTTAATCGCCTCGCCATAG*3'

5'*GTCGTTCGGAAGACCCTGACGTFACCCAACTTAATCGCCTCGCCATAG*3'

Примечание: U – остаток 2'*дезоксиуридина; F – остаток флуоресцеин*5(6)*карбоксиамидокапроил*[5*(3*аминоаллил)*2'*
дезоксиуридина].

Условное обозначение

Comp

AP*Comp

Bulk

AP*Bulk

Схематическое изображение

Таблица 2. Обозначения и структуры двухцепочечных олигонуклеотидов

Обработка Ung

нет

да

нет

да

Компоненты ДНК*структур

ODN1 + ODN2

ODN1 + ODN2

ODN1 + ODN3

ODN1 + ODN3

Примечание: U – остаток 2'*дезоксиуридина; F – остаток флуоресцеин*5(6)*карбоксиамидокапроил*[5*(3*аминоаллил)*
2'*дезоксиуридина]; AP – АП*сайт.
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центно меченую ДНК Bulk в концентрации
197 нМ. Инкубацию (10 мин) и измерение ин*
тенсивности и анизотропии флуоресценции ре*
акционных смесей проводили при 25°. Анализ
препарата XPC*HR23B проводили аналогично,
за исключением того, что концентрация ДНК*
дуплекса Bulk составляла 10–8 М.

За связыванием белком флуоресцеинсодер*
жащей ДНК следили по росту анизотропии флу*
оресценции в серии реакционных смесей, со*
держащих фиксированное количество ДНК и
белок в варьируемой суммарной концентрации.
Значение доли ДНК, находящейся в комплексе
с активным белком, Fb для индивидуальной ре*
акционной смеси рассчитывали по формуле (1)
с учетом поправки на тушение флуорофора в
процессе связывания [21]:

Fb = (A – Af) / ((Qb / Qf)(Ab – A) + A – Af),  (1)

где Fb – доля ДНК в комплексе с активным бел*
ком; A – наблюдаемая анизотропия флуорес*
ценции; Af и Ab – анизотропия флуоресценции
свободной ДНК и ДНК, полностью связанной
белком соответственно; Qf и Qb – удельная ин*
тенсивность флуоресценции свободной ДНК и
ДНК, полностью связанной белком, соответ*
ственно. Измерение параметров Af, Qf, Ab и Qb

для полностью свободной и полностью связан*
ной ДНК определяли в сериях из 5 независимых
экспериментов и усредняли.

Падение интенсивности флуоресценции при
связывании XPC*HR23B с ДНК оказалось ме*
нее 10%, что позволяло принять Qf = Qb. Таким
образом, для расчетов в этом случае формула (1)
приобретала вид:

Fb = (A – Af)/(Ab – Af).                    (2)

В условиях стехиометрического титрования
зависимость Fb от суммарной концентрации
анализируемого белка в смеси имеет линейный
характер с выходом на плато (при достижении
значения Fb = 1) в точке «эквивалентности», со*
ответствующей полному связыванию заданного
количества ДНК и определенной как точка пе*
ресечения касательных к линейным участкам
графика. Эквимолярное содержание ДНК и ак*
тивного белка в смеси в точке «эквивалентнос*
ти» позволяет определить концентрацию актив*
ного белка в препарате. В дальнейших экспери*
ментах по изучению комплексообразования YB*1
и XPC*HR23B c различными ДНК*структурами
под термином «концентрация белка» понимали
именно концентрацию активного белка в пре*
паратах YB*1 и XPC*HR23B, определенную по
вышеописанной методике.

Определение параметров комплексообразования
YB�1 и XPC�HR23B с флуоресцентными ДНК.
Для определения констант связывания YB*1 и
XPC*HR23B с флуоресцентно меченой ДНК
было проведено титрование ДНК препаратом
анализируемого белка в условиях равновесного
связывания (концентрации белка и ДНК мень*
ше предполагаемой константы диссоциации
комплекса белок*ДНК) согласно методике,
описанной в [20]. Реакционные смеси (150 мкл)
содержали буфер RB, анализируемый белок (ди*
апазон варьируемых концентраций для YB*1 сос*
тавляет от 60 пМ до 375 нМ, для XPC*HR23B –
от 20 пМ до 125 нМ) и флуоресцентно меченую
ДНК Bulk или AP*Bulk в концентрации 1,5 или
0,5 нМ (в экспериментах с YB*1 или XPC*HR23B
соответственно). Инкубацию (10 мин) и измере*
ние интенсивности и анизотропии флуоресцен*
ции реакционных смесей проводили при 25°.

За связыванием флуоресцеинсодержащей
ДНК белком следили по росту анизотропии
флуоресценции по мере увеличения концентра*
ции белка в смеси. Для каждой эксперименталь*
ной точки по формулам (1) или (2) рассчитыва*
ли значение доли ДНК, находящейся в комп*
лексе с белком, Fb и равновесную концентра*
цию комплекса ДНК с белком [ДНК*бе*
лок] = Fb * B0, где B0 – общая концентрация
ДНК в смеси. Анализ изотерм связывания про*
водили в рамках модели, предполагающей су*
ществование одного сайта связывания белка с
ДНК [21], согласно которой

[ДНК*белок] = 1/2 (Ao + Bo + Kd + 

+ ((Ao + Bo + Kd)2 – 4AoBo)1/2,                (3)

где Ao и Bo – общие концентрации активного
белка и ДНК, Кd – константа диссоциации
комплекса белка с ДНК. Аппроксимация дан*
ных титрования уравнением теоретической кри*
вой (3) с определением параметра Kd проводи*
лась методом нелинейной регрессии в програм*
ме OriginPro 8.0 («OriginLab», США).

Изучение комплексообразования белков YB�1
и XPC�HR23B с ДНК методом «задержки в геле».
Реакционные смеси (5 мкл), содержащие 25 мМ
натрия фосфат, pH 7,5, 100 мМ NaCl, 2,5 мМ
MgCl2, 0,5 мМ ЭДТА, 0,1 г/л БСА, 8 нМ радио*
активно меченую ДНК и указанные концентра*
ции исследуемых белков, инкубировали при 37°
в течение 5 мин и анализировали с помощью
электрофореза в неденатурирующих условиях
при напряжении 10 В/см в 7%*ном полиакрил*
амидном геле, уравновешенном 50 мМ Tris*борат*
ным буфером (50 мМ Tris, 50 мМ H3BO3, 1 мМ
ЭДТА, рН 8,3). Положение радиоактивно мече*
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ной ДНК и белок*нуклеиновых комплексов оп*
ределяли радиоавтографией с использованием
прибора FX phosphorimager («BioRad», США).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 
И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Фактор XPC*HR23B является ключевым
белком системы распознавания повреждений
системы ЭРН. Считается, что именно XPC*
HR23B в большинстве случаев отвечает за не*
посредственный поиск и взаимодействие с
ДНК, несущей локальные нарушения в структу*
ре двойной спирали, вызванные, как правило,
объемными повреждениями ДНК. В числе дру*
гих белков, взаимодействующих с характерны*
ми субстратами ЭРН, следует отметить другие
компоненты этой системы – фактор DDB1*
DDB2, специфически взаимодействующий с
ДНК, поврежденной УФ*облучением, и белки
стадии верификации повреждения – XPA и
RPA, долгое время претендовавшие на роль не*
посредственных сенсоров повреждений в ДНК
[22]. В то же время известно, что некоторые дру*
гие белки, традиционно не относящиеся к сис*
теме репарации, способны к высокоаффинному
связыванию поврежденной ДНК. Одним из на*
иболее интересных представителей этой группы
является мультифункциональный белок YB*1
[6]. Повышенное сродство этого белка к ДНК,
обработанной цис*платином и УФ*облучением,
отмеченное в экспериментах in vitro [7, 10, 12], а
также участие YB*1 в ответе на обработку клеток
этими повреждающими агентами in vivo [7, 23,
24], привлекает интерес к YB*1 как к дополни*
тельному фактору, модулирующему активность
системы ЭРН на этапе детекции повреждений.
В настоящей работе функциональное взаимо*
действие YB*1 с XPC*HR23B было исследовано
с использованием ДНК*субстратов, несущих
нуклеотидный остаток, модифицированный
флуоресцеиновой группировкой. Такая структу*
ра олигонуклеотидов позволяет использовать их
в качестве модельного субстрата для системы
ЭРН, поскольку находящийся в цепи ДНК оста*
ток урацила, модифицированный введением
флуоресцеиновой группировки, выступает в ро*
ли объемного повреждения [25, 26]. Дополни*
тельно мы использовали ДНК*структуры, несу*
щие одиночный АП*сайт или АП*сайт в комби*
нации с объемным повреждением, находящим*
ся в противоположной цепи. В последнем слу*
чае в структуре олигонуклеотида находились два
повреждения (разной химической природы),
репарация в клетке которых обычно происходит
двумя различными системами – ЭРН и ЭРО.

На первом этапе методом «задержки в геле»
было показано, что в используемых условиях
формируются два типа комплексов YB*1 с ДНК*
структурами, не содержащими объемного пов*
реждения (рис. 1, полосы Ya и Yb). Полученные
данные можно интерпретировать так, что комп*
лекс с более высокой электрофоретической под*
вижностью соответствует связыванию одной
молекулы YB*1 с ДНК, а второй комплекс –
связыванию двух молекул белка. Результаты
свидетельствуют о том, что YB*1 обладает более
высоким сродством к ДНК, содержащей АП*
сайт (рис. 1, б), по сравнению с неповрежден*
ным субстратом (рис. 1, а), что согласуется с
данными литературы, свидетельствующими о
взаимодействии YB*1 с ДНК*содержащей АП*
сайт [11]. Более того, как было показано нами
ранее, при формировании такого комплекса
взаимодействие аминогруппы молекулы белка и
альдегидной формы АП*сайта приводит к обра*
зованию основания Шиффа [5]. По*видимому,
формированием ковалентной связи в этом слу*
чае и можно объяснить дополнительную стаби*
лизацию образовавшегося комплекса YB*1 с
АП*сайт*содержащей ДНК по сравнению с не*
поврежденным субстратом [5].

В экспериментах, проведенных с использо*
ванием нуклеотидов, моделирующих ДНК, не*
сущую объемное или кластерное повреждения,
мы также отметили достаточно высокое срод*
ство YB*1 к таким структурам (рис. 2). Кроме
того, было отмечено появление дополнитель*
ных белок*нуклеиновых комплексов с более
низкой электрофоретической подвижностью
(ср. рис. 1 и 2, полосы Yb). В условиях проделан*
ных экспериментов мы наблюдали тушение
флуоресцентного остатка, имитирующего объ*
емное повреждение ДНК, при взаимодействии с
белком, что позволяет предположить непосред*
ственное взаимодействие белковой глобулы YB*1
с остатком флуоресцеина. По*видимому, допол*
нительные сформировавшиеся комплексы от*
личаются конформацией белка или ДНК от
комплексов, детектируемых для олигонуклеоти*
дов, не содержащих объемное повреждение, и
вследствие этого могут обладать отличной от
них электрофоретической подвижностью. С
другой стороны, наблюдаемое явление может
быть обусловлено различием в стехиометрии
наблюдаемых комплексов за счет связывания
третьей и четвертой молекул белка с модельны*
ми ДНК. При этом, как свидетельствуют резуль*
таты, формирование таких комплексов специ*
фично именно для ДНК, содержащей аналог
объемного или кластерного повреждения.

В использованных условиях фактор XPC*
HR23B так же, как и YB*1, эффективно связы*



ФОМИНА  и  др.

БИОХИМИЯ  том  80  вып.  2  2015

274

вался со всеми модельными ДНК, использован*
ными в работе (рис. 3 и 4). В ходе проведения
экспериментов были детектированы, по край*

ней мере, два типа белок*нуклеиновых комп*
лексов (рис. 3 и 4, полосы Xa и Xb), образуемых
XPC*HR23B со всеми использованными олиго*

Рис. 2. Образование комплексов белка YB*1 с ДНК*структурами Bulk (а) и AP*Bulk (б). Представлены радиоавтографы
разделения продуктов реакции в 7%*ном неденатурирующем ПААГ. Ya, Yb – комплексы YB*1 с ДНК; Д – свободная ДНК.
Реакционные смеси (5 мкл) содержали стандартные компоненты реакционного буфера, 8 нМ радиоактивно меченую
ДНК Bulk (а) или AP*Bulk (б), а также YB*1 в концентрациях, указанных под рис.
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Рис. 1. Образование комплексов белка YB*1 с ДНК*структурами Comp (а) и AP*Comp (б). Представлены радиоавтографы
разделения продуктов реакции в 7%*ном неденатурирующем ПААГ. Ya, Yb – комплексы YB*1 с ДНК; Д – свободная ДНК.
Реакционные смеси (5 мкл) содержали стандартные компоненты реакционного буфера, 8 нМ радиоактивно меченую
ДНК Comp (а) или AP*Comp (б), а также YB*1 в концентрациях, указанных под рис.
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нуклеотидами, которые могут отличаться как
стехиометрией связывания белка с ДНК, так и
различиями в их конформации в формирую*
щемся комплексе. Исследование взаимодей*
ствия индивидуальных белков с использован*
ными ДНК*структурами позволяет в целом го*

ворить о более высокой ДНК*связывающей ак*
тивности XPC*HR23B по сравнению с YB*1, что
следует из сравнения концентрации того и дру*
гого белка, требуемой для связывания одинако*
вого количества ДНК в одинаковых реакцион*
ных условиях (ср. рис. 1 и 3, а также рис. 2 и 4).

Рис. 3. Образование комплексов белка XPC*HR23B с ДНК*структурами Comp (а) и AP*Comp (б). Представлены радиоав*
тографы разделения продуктов реакции в 7%*ном неденатурирующем ПААГ. Xa, Xb – комплексы XPC*HR23B с ДНК;
Д – свободная ДНК. Реакционные смеси (5 мкл) содержали стандартные компоненты реакционного буфера, 8 нМ радио*
активно меченую ДНК Comp (а) или AP*Comp (б), а также XPC*HR23B в концентрациях, указанных под рис.
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Рис. 4. Образование комплексов белка XPC*HR23B с ДНК*структурами Bulk (а) и AP*Bulk (б). Представлены радиоавтог*
рафы разделения продуктов реакции в 7%*ном неденатурирующем ПААГ. Xa, Xb – комплексы XPC с ДНК; Д – свободная
ДНК. Реакционные смеси (5 мкл) содержали стандартные компоненты реакционного буфера, 8 нМ радиоактивно мече*
ную ДНК Bulk (а) или AP*Bulk (б), а также XPC*HR23B в концентрациях, указанных под рис.
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Данное предположение было проверено для
флуоресцеинсодержащих ДНК*структур мето*
дом флуоресцентного титрования. Вычислен*
ные из изотерм связывания белков с ДНК*
субстратами значения констант диссоциации
комплексов представлены в табл. 3. Как видно,
оба белка обладают очень низкими значениями
констант диссоциации комплексов с ДНК, со*
держащей единичный аналог объемного пов*
реждения, что вполне достаточно для эффек*
тивного взаимодействия с такой ДНК на этапе
поиска повреждения в ДНК. Эксперименты по
определению констант диссоциации комплек*
сов белков с ДНК, имитирующей кластерное
повреждение ДНК, увенчались успехом только
для YB*1. Высокая приборная погрешность ра*
боты в указанном диапазоне не позволила дос*
товерно количественно охарактеризовать взаи*
модействие XPC*HR23B с «кластерно*повреж*
денной» ДНК, однако, предварительный анализ
изотерм связывания показал, что ожидаемое
значение константы диссоциации для таких
комплексов будет еще ниже, чем для ДНК, со*
держащей одиночный «объемный» аддукт. В
отличие от XPC*HR23B сродство YB*1 к ДНК
AP*Bulk оказалось ниже, чем для Bulk. Таким
образом, несмотря на низкие значения констант
диссоциации для комплексов рассматриваемых
белков с поврежденными ДНК, следует сказать
о заметных различиях во взаимодействии. В со*
ответствии с устоявшейся точкой зрения, на
стадии детекции повреждения системой NER
XPC*HR23B исполняет роль сенсора областей
двойной спирали ДНК, существенно дестаби*
лизированных наличием повреждений [3]. По*
добный эффект ранее наблюдался в случае, ког*
да в модельную ДНК рядом с аналогом объем*
ного повреждения вводили неканоническую па*
ру нуклеотидов [25]. Наличие АП*сайта, по*ви*
димому, также вносит дополнительные возму*
щения в структуру ДНК, что и отражается в
уменьшении константы диссоциации соответ*
ствующих комплексов. С другой стороны, взаи*
модействие YB*1 с рассматриваемыми структу*
рами и индивидуальными повреждениями в
составе кластера носит, по*видимому, другой ха*
рактер, что находит отражение в относительном
снижении сродства белка к кластерному пов*
реждению. Таким образом, и с точки зрения аб*
солютного значения констант связывания с
флуоресцеинсодержащей ДНК, и с точки зре*
ния универсальности взаимодействия с дуп*
лекс*дестабилизированными участками ДНК,
XPC*HR23B имеет преимущество перед YB*1,
что вполне согласуется с его ключевой ролью в
системе детекции повреждений, исправляемых
по пути ЭРН.

Для определения функциональных взаимо*
действий между факторами YB*1 и XPC*HR23B
нами были проведены эксперименты, в которых
связывание XPC*HR23B с ДНК Bulk, содержа*
щей объемное повреждение, происходило в от*
сутствие (рис. 5, а) или в присутствии 10 нМ
(рис. 5, б), 100 нМ (рис. 5, в) или 300 нМ (рис. 5, г)
YB*1. Анализ результатов показывает, что в ус*
ловиях, когда присутствие 10 нМ YB*1 в реакци*
онной смеси не приводит непосредственно к
формированию комплексов YB*1 с ДНК (см.
рис. 5, б, дорожка 1), белок, однако, стимулиру*
ет образование комплексов XPC*HR23B • Bulk
(полосы Xa, Xb, для ср. рис 5, а и б, дорожки 5 и 6).
Более высокие концентрации YB*1 (100 и
300 нМ) приводили к формированию комплек*
сов YB*1 с ДНК разной электрофоретической
подвижностью (рис. 5, в и г, комплексы Ya и Yb),
которые не образуются в тех же условиях без
XPC*HR23B (для ср. рис. 5, в, дорожки 1 и 5, 6),
что говорит о стимулировании ДНК*связываю*
щей активности YB*1 белком XPC*HR23B. В
этих же условиях можно предположить также
формирование тройного комплекса XPC*HR23B •
• YB*1 • ДНК (полосы Za), который в исполь*
зуемых условиях разделения продуктов реакции
не отличим по подвижности от комплексов
XPC*HR23B • ДНК (Xb). В присутствии 100 и
300 нМ YB*1 полосы указанной электрофорети*
ческой подвижности возникают при существен*
но меньшей концентрации XPC*HR23B в реак*
ционной смеси, чем в отсутствие YB*1 (для ср.
рис. 5, а, дорожка 7, рис. 5, в, дорожка 6 и рис. 5, г,
дорожка 3). Аналогичные результаты были по*
лучены и для ДНК*структуры, содержащей клас*
терное повреждение AP*Bulk (данные не приве*
дены).

Таким образом, полученные данные показы*
вают, что белки YB*1 и XPC*HR23B обладают
высоким сродством к ДНК, содержащим аналог
«объемного» повреждения ДНК, и, кроме того,

Модельная ДНК

Bulk

Bulk

AP*Bulk

AP*Bulk

Белок 

YB*1

XPC*HR23B 

YB*1

XPC*HR23B

Константа диссоциа*
ции комплекса, нМ

1,25 ± 0,17

0,297 ± 0,50

2,09 ± 0,16

н.и.

Таблица 3. Значение констант диссоциации комплексов
XPC и YB*1 с ДНК, имитирующей объемное повреждение

Примечание: н.и. – не измерена.
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способны стимулировать взаимную посадку на
ДНК, содержащую объемное или кластеризо*
ванное повреждение. Природа такого влияния
может быть обусловлена физическим взаимодей*
ствием между факторами YB*1 и XPC*HR23B,
результатом которого является сформирован*
ный белок*белковый комплекс, более эффек*
тивно распознающий повреждение ДНК. Дру*
гим объяснением может служить взаимовлия*
ние, опосредованное белок*нуклеиновыми вза*
имодействиями, в пользу чего свидетельствуют

значения констант диссоциации комплексов
YB*1 и XPC*HR23B с поврежденной ДНК, ле*
жащие в наномолярном и субнаномолярном ди*
апазонах. В ходе таких взаимодействий один из
белков, связываясь с ДНК индивидуально, из*
меняет либо свою конформацию, либо конфор*
мацию ДНК*лиганда на более предпочтитель*
ную для стабильного связывания другого белка.
При этом в ряде случаев первый белок вытесня*
ется из тройного комплекса за счет конкурен*
ции за ДНК*лиганд. Описанные взаимодей*

Рис. 5. Связывание XPC*HR23B с ДНК*структурой Bulk в отсутствие (а) и в присутствии различающихся концентраций
YB*1 (б, в, г). Представлены радиоавтографы разделения продуктов реакции в 7%*ном неденатурирующем ПААГ. Xa, Xb –
комплексы XPC*HR23B с ДНК; Ya, Yb – комплексы YB*1 с ДНК; Д – свободная ДНК. Реакционные смеси (5 мкл) содер*
жали стандартные компоненты реакционного буфера, 8 нМ радиоактивно меченую ДНК Bulk, YB*1 в концентрациях
0 нМ (а), 10 нМ (б), 100 нМ (в), 300 нМ (г), а также XPC*HR23B в концентрациях, указанных под рис.
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ствия приводят к своеобразной передаче ДНК*
лиганда от белка к белку в ходе процесса репара*
ции, аналогично тому, как основана передача
поврежденной ДНК от стадии первичного узна*
вания повреждений к стадии его верификации в
системе NER [3, 27]. Обнаруженная способ*
ность мультифункционального белка YB*1 влиять
на ключевой фактор начальных этапов NER –
XPC*HR23B, наряду со способностью YB*1 не*
посредственно взаимодействовать с поврежден*
ными ДНК и компонентами белковых ансамб*
лей [6, 12, 28], участвующих в других путях репа*
рации, позволяют говорить о вероятной моду*
лирующей роли YB*1 в регуляции нескольких
процессов репарации между собой. К числу та*
ких процессов, несомненно, следует отнести

процессы эксцизионной репарации оснований,
репарации неканонических пар нуклеотидов и
негомологичного соединения концов [7, 15, 16],
что позволяет говорить о решающей роли YB*1 в
системах, связанных с сохранением целостнос*
ти и реализации генетической информации.
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Nucleotide excision repair (NER) is one of the main mechanisms protecting cellular DNA from lesions caused by
such significant environmental factors as UV irradiation, exposure to polycyclic aromatic hydrocarbons, and medical
treatment by several antitumor drugs, e.g. cisplatin. One of the major NER components is XPC*HR23B, the key fac*
tor during the damage recognition step of repair. Binding of XPC*HR23B to DNAs that contain different bulky
lesions impairing the structure of DNA are the basis for the wide substrate specificity of this DNA repair pathway.
Multifunctional protein YB*1 is among the other protein factors that has high affinity towards damaged DNA. YB*1
is involved in the cellular response to genotoxic stress, possess the ability to interact with damaged DNA harboring
lesions of various origin, which pinpoints its putative involvement as a modulatory factor in DNA damage recognition
and verification steps of NER. In the present work, we assayed functional interactions of protein factors XPC*HR23B
and YB*1 upon binding to DNA structures mimicking damaged DNA containing single bulky lesions as substrates of
NER, and bulky lesions combined with abasic sites as an example of clustered lesions. The results indicate that YB*1
and XPC*HR23B stimulate each other in binding to DNA containing bulky or clustered lesions, which suggests the
involvement of YB*1 in the regulation of the NER mechanism of DNA repair.

Key words: nucleotide excision repair, bulky DNA lesions, clustered DNA lesions, DNA–protein complexes, Y*box
binding protein 1 (YB*1), XPC*HR23B


