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Эксцизионная репарация оснований (BER) обес‑
печивает коррекцию самых многочисленных по‑
вреждений ДНК — модифицированных оснований, 
апуриновых/апиримидиновых (АР) сайтов и одно‑
цепочечных разрывов [1], возникающих под воздей‑
ствием различных факторов, включая активные 
формы кислорода. Активность ферментов, катали‑
зирующих отдельные стадии многоступенчатого 
процесса BER, координируется с участием 
поли(АДФ‑рибоза) полимераз (PARP1 и PARP2) 
и белка XRCC1 (X‑ray repair cross‑complementing 
protein 1), опосредующих сборку мультибелковых 
ансамблей (репарасом). PARP1 образует прямые 
контакты с ключевыми ферментами и XRCC1, в ко‑
торые вовлечены N‑концевой ДНК‑связывающий, 
BRCT и С‑концевой каталитический домены 
PARP1 [2]. ДНК‑связывающий и BRCT домены 
отсутствуют в PARP2; их функцию выполняет WGR 
домен [2]. Несмотря на сходные функции PARP1 
и PARP2, роль PARP2 в процессе BER до конца 
не ясна [1, 2]. Взаимодействуя с ДНК как основной 
детектор разрывов, PARP1 активируется и катали‑
зирует синтез поли(АDP‑рибозы) (PAR) и её при‑
соединение к себе и другим белкам‑участникам 
репарации. Такая модификация (PARилирование) 
белков регулирует их активности. Автомодификация 

PARP1 усиливает его взаимодействие с другими бел‑
ками, содержащими PAR‑связывающие мотивы. 
XRCC1, привлекаемый в первую очередь с помощью 
PARP1 к повреждениям ДНК, является основной 
мишенью PARилирования и регулирует уровень 
автомодификации PARP1. Не имея ферментативной 
активности, XRCC1 играет роль “платформы” в ор‑
ганизации репарасом: его N‑концевой домен (NTD) 
и два домена BRCT (BRCTa и BRCTb), соединённые 
неупорядоченными фрагментами, формируют сайты 
связывания для разных белков [2, 3]. Эти взаимо‑
действия регулируются посттрансляционными мо‑
дификациями XRCC1 [2]. При оксидативном стрессе 
возникает окисленная форма XRCC1 (XRCC1ox), 
что потенциально может регулировать эффектив‑
ность процесса репарации. Структурная перестройка 
в результате образования дисульфидной связи между 
остатками Cys12 и Cys20 стабилизирует взаимодей‑
ствие XRCC1ox с ДНК‑полимеразой β (Polβ), ответ‑
ственной за восстановление структуры ДНК [3]. 
Предполагается, что от формирования такого ком‑
плекса зависит эффективность BER in vivo [4, 5]. 
В данной работе мы исследовали влияние окисления 
белка XRCC1 на его взаимодействие с PAR и моди‑
фикацию белков, катализируемую PARP1 и PARP2, 
в отсутствие и в присутствии Polβ, поскольку оба 
белка известны как мишени PARилирования и обра‑
зуют прочный комплекс [6–8].

Рекомбинантные белки XRCC1 и Polβ млекопи‑
тающих получали, как описано ранее [9, 10]. Реком‑

УДК 577.29

РОЛЬ ОКИСЛЕНИЯ БЕЛКА XRCC1 В РЕГУЛЯЦИИ  
ПРОЦЕССА РЕПАРАЦИИ ДНК У МЛЕКОПИТАЮЩИХ
И. А. Васильева, Н. А. Моор, член-корреспондент РАН О. И. Лаврик*

Поступило 22.07.2019 г.

Впервые изучено влияние окисления белка XRCC1 на модификацию белков, катализируемую 
поли(АДФ‑рибоза) полимеразами (PARP1 и PARP2). XRCC1, PARP1 и PARP2 обеспечивают коорди‑
нацию многоступенчатого процесса репарации самых многочисленных повреждений ДНК в роли ор‑
ганизующих платформ. Нами показано, что окисление снижает эффективность АДФ‑рибозилирования 
XRCC1 и сродство белка к поли(АДФ‑рибозе). Модификация разных форм XRCC1 АДФ‑рибозой 
усиливается в присутствии ДНК‑полимеразы β (Polβ), образующей стабильный комплекс с XRCC1. 
Окисление подавляет ингибирующую активность XRCC1 и её комплекса с Polβ в отношении процесса 
автомодификации PARP1 и PARP2, что может усиливать эффективность репарации. Результаты иссле‑
дования указывают на роль окисления XRCC1 в тонкой регуляции уровней поли(АДФ‑рибозил)ирова‑
ния белков и их координирующих функций в репарации ДНК.
Ключевые слова: эксцизионная репарация оснований, координация репарации ДНК, XRCC1, PARP1, 
PARP2, поли(АДФ‑рибозил)ирование белков.

DOI: https://doi.org/10.31857/S0869‑5652489193‑98

Институт химической биологии и фундаментальной  
медицины Сибирского отделения Российской Академии наук, 
Новосибирск
*E-mail: lavrik@niboch.nsc.ru

ДОКЛАДЫ АКАДЕМИИ НАУК, 2019, том 489, № 1, с. 93–98

БИОХИМИЯ, БИОФИЗИКА, 
МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ



бинантные PARP1 и PARP2 млекопитающих лю‑
безно предоставлены М. М. Кутузовым (ИХБФМ 
СО РАН). Структура ДНК для активации PARP1/
PARP2 и синтез [32P]NAD+ описаны ранее [11]. Пре‑
парат PAR, содержащий полимеры разной длины, 
получен по известному методу [12]. Для получения 
XRCC1ox использован метод мягкого окисления 
SH‑групп в белках [13]. XRCC1 (100 мкМ) инкуби‑
ровали с окисленным глутатионом GSSG (10 мМ) 
в 50 мМ Na‑фосфатном буфере, pH 7,8, содержащем 
100 мМ NaCl, в течение 18 ч в темноте при 4 °C. 
Белок диализовали в буфере, содержащем 50 мМ 
Трис‑HCl, рН 8,0, 100 мМ NaCl и 40%‑й глицерин, 
и хранили при -30 °C. Восстановленную форму 
XRCC1 (XRCC1red) получали обработкой исходного 
препарата белка 10 мМ TCEP в течение 18 ч при 4 °C. 
Содержание SH‑групп в белках анализировали ко‑
лориметрическим методом с помощью реактива 
Эллмана [14].

Модификацию белков, катализируемую PARP1/
PARP2, проводили в реакционной смеси (12 мкл), 
содержащей 0,8 мкМ [32P]NAD+, 1 мкМ gap‑ДНК, 
50 мМ трис‑HCl буфер, pH 8,0, 100 мМ NaCl, 10 мМ 
MgCl2, 0,2–0,6 мкМ PARP1 или 0,6 мкМ PARP2, 
в отсутствие или в присутствии 0,4–2,4 мкМ 
 XRCC1red или XRCC1ox и/или 0,8–4,0 мкМ Polβ; 
смеси инкубировали в течение 20 мин при 37 °C. 
Реакцию останавливали добавлением буфера для 
нанесения образцов в SDS‑ПААГ; пробы прогревали 
2 мин при 90 °C. Продукты реакции разделяли элек‑
трофорезом в 10%‑м SDS‑ПААГ. Гели визуализиро‑
вали с помощью сканера Typhoon FLA 9500 (“GE 
Healthcare”) и анализировали с помощью программы 
Quantity One (Bio‑Rad).

Связывание Polβ и разных форм XRCC1 с PAR 
исследовали методом задержки в геле. Белки в кон‑
центрации 0,2–8,0 мкМ инкубировали с [32P]PAR 
(~10 нМ) в смеси (10 мкл), содержащей 50 мМ трис‑
HCl, pH 8,0, 100 мМ NaCl, при 4 °C в течение 
30 мин. Смеси разделяли электрофорезом в 5%‑м 
нативном ПААГ (77:1) в 30 мМ ТБЕ‑буфере при 4 °C. 
Гели визуализировали и анализировали, как описано 
выше. Кажущиеся равновесные константы диссо‑
циации комплексов определяли, используя уравне‑
ние θ = θmax/[1 + (EC50/C)n] (где θ и θmax —  доля ли‑
ганда, связанного при данной и насыщающей кон‑
центрации C белка; EC50 —  концентрация белка, 
при которой θ = θmax/2; n —  коэффициент Хилла).

Результаты исследования модификации белков, 
катализируемой PARP1, представлены на рис. 1. 
XRCC1red модифицируется более эффективно, чем 
XRCC1ox: их уровни модификации различаются 

в 1,8–2,9 раза при одинаковых концентрациях бел‑
ков в возрастающем порядке (образцы 2–9 и соот‑
ветствующие столбцы на верхней гистограмме). 
В присутствии Polβ модификация XRCC1red 
и  XRCC1ox усиливается в ~1,5 и ~2 раза соответ‑
ственно, и этот эффект достигается уже при экви‑
молярном соотношении Polβ и XRCC1 (образцы 
15–19 и 20–24). При этом уровни модификации Polβ 
снижаются в одинаковой степени в присутствии 
разных форм XRCC1. Таким образом, взаимное 
влияние XRCC1 и Polβ на их модификацию мало 
зависит от SS/SH‑статуса XRCC1.

Общий уровень автомодификации PARP1 сни‑
жается в присутствии разных белков‑мишеней, при 
этом профили концентрационной зависимости 
очень похожи для разных форм XRCC1 (образцы 
1–9 и соответствующие столбцы на нижней гисто‑
грамме). Ингибирующее влияние Polβ существенно 
ниже даже при более высокой концентрации (12% 
при 4 мкМ по сравнению с 41–42% при 2,4 мкМ 
XRCC1red/XRCC1ox). В отличие от Polβ обе формы 
XRCC1 подавляют удлинение полимера АДФ‑ри‑
бозы в продуктах модификации PARP1, о чём сви‑
детельствует увеличение их электрофоретической 
подвижности. Ингибирование удлинения белком 
XRCC1red существенно усиливается в присутствии 
Polβ, чего не наблюдается в случае XRCC1ox 
(образцы 15–19 по сравнению с образцами 21–24). 
Более эффективное действие XRCC1red на автомо‑
дификацию PARP1 даже в отсутствие Polβ наблю‑
далось при исследовании процесса при высоких 
концентрациях PARP1 (рис. 2; образцы 2 и 3 в срав‑
нении с образцами 4 и 5). Таким образом, окисление 
XRCC1 оказывает существенное влияние на его 
функцию в регуляции уровня автомодификации 
PARP1.

Мы сравнили модификацию белков в реакциях, 
катализируемых PARP1 и PARP2, в одинаковых 
условиях. Эксперименты выполнены при высоких 
концентрациях ферментов из‑за низкой активности 
PARP2: общий уровень модификации PARP2 в 6 раз 
ниже по сравнению с PARP1 (рис. 2, образцы 1 и 7). 
XRCC1red ингибирует автомодификацию PARP2, 
его влияние на длину полимера несколько усилива‑
ется в присутствии Polβ. В то же время ингибирую‑
щее действие XRCC1ox неочевидно из‑за плохого 
разрешения продуктов модификации белков при 
электрофорезе. Эффекты, оказываемые XRCC1red 
на автомодификацию PARP1 и PARP2, сравнимы.

Далее мы исследовали влияние окисления XRCC1 
на его взаимодействие с PAR. Представленные 
в табл. 1 характеристики показывают более прочное 
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Рис. 1. Поли(АДФ‑рибозил)ирование PARP1 в отсутствие и в присутствии разных форм XRCC1 и Polβ. а —  кова‑
лентное присоединение 32P‑меченой ADP‑рибозы к белкам проводили инкубацией PARP1 (0,2 мкМ) c [32P]NAD+ 
(0,8 мкМ) и gap‑ДНК (1 мкМ) в присутствии XRCC1 и Polβ в указанных концентрациях. Положения белков и их 
продуктов (отмеченных звёздочкой) в геле указаны справа и слева от радиоавтографа соответственно. Препарат Polβ 
содержит устойчивый димер, который также модифицируется. б —  гистограммы отображают относительные уровни 
модификации XRCC1red, XRCC1ox и Polβ (верхняя панель) и автомодификации PARP1 (нижняя панель) в разных 
экспериментальных условиях. Количество АДФ‑рибозы в основных продуктах модификации белков‑мишеней 
и PARP1 в их присутствии нормировано на её количество, присоединённое к PARP1 в отсутствие других белков 
(принятое за 100%). Модифицированный белок в каждой серии столбцов верхней гистограммы обозначен сверху. 
Представлены данные трёх независимых экспериментов.
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связывание полимера белком XRCC1red. Добавление 
Polβ к XRCC1red приводит к полному связыванию 
PAR при ненасыщающих концентрациях белков 
(рис. 3, дорожка 18 в сравнении с дорожками 16 
и 17), тогда как при совместном присутствии Polβ 

и XRCC1ox сохраняется значительная доля свобод‑
ной PAR и её комплекса с Polβ (дорожка 20 в срав‑
нении с дорожками 16 и 19). Эти данные свидетель‑
ствуют о формировании более стабильного тройного 
комплекса Polβ‑XRCC1‑PAR в случае XRCC1red.

Наиболее вероятный продукт окисления 
XRCC1 —  образование дисульфидной С12–С20‑
связи, которое индуцирует перестройку NTD и его 
комплекса с каталитическим доменом Polβ с увели‑
чением межмолекулярных контактов, как показано 
с помощью рентгеноструктурного анализа [3]. Наше 
исследование показывает влияние окисления 
на взаимодействие XRCC1 с PAR, сайт связывания 
которого локализован на BRCTa‑домене [15]. Ско‑
рее всего, образование С12–С20‑связи индуцирует 
перестройку не только NTD, но и его внутримоле‑
кулярных контактов с BRCTa‑доменом. XRCC1red 
сильнее ингибирует стадию элонгации в процессе 
автомодификации PARP1/PARP2, чем XRCC1ox, 
так как обладает более высоким сродством к PAR 
и лучше модифицируется как мишень. Различие 
между разными формами XRCC1 в их ингибирую‑
щем действии усиливается в присутствии Polβ. Бо‑
лее эффективную репарацию in vivo при наличии 
XRCC1ox в клетке авторы объясняли стабилизацией 
комплекса этого белка с Polβ [4, 5]. Мы не обнару‑
жили существенных различий между разными фор‑
мами XRCC1 во взаимном влиянии XRCC1 и Polβ 
на их модификацию АДФ‑рибозой. Эти данные 
свидетельствуют о том, что контактов XRCC1red 
с Polβ достаточно для их взаимодействия в тройном 
комплексе с PAR‑PARP1.

Как показано нами ранее, из основных участ‑
ников BER Polβ образует самый прочный комплекс 
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Рис. 2. Сравнение поли(АДФ‑рибозил)ирования 
PARP1 и PARP2 в отсутствие и в присутствии разных 
форм XRCC1 и Polβ. Концентрации белков: 0,6 мкМ 
PARP1/PARP2, 1,2 мкМ XRCC1 и Polβ; концентрации 
остальных компонентов, как в подписи к рис. 1. 
Справа представлен радиоавтограф части геля (до‑
рожки 7–12), полученный после более длительной 
экспозиции.

Таблица 1. Характеристики связывания Polβ и разных форм 
XRCC1 с поли(АДФ‑рибозой)

Белок EC50
*, мкМ

Polβ 3,9±0,5

XRCC1red 0,63±0,08

XRCC1ox 1,0±0,1

Примечание. Величина EC50 в уравнении для расчёта со‑
ответствует кажущейся константе диссоциации комплекса. 
Приведены средние значения и их средние отклонения 
в трёх независимых экспериментах.
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Рис. 3. Связывание поли(АДФ‑рибозы) разными формами XRCC1 и Polβ. 32P‑меченую PAR инкубировали в отсут‑
ствие и в присутствии белков (взятых в отдельности или вместе) в указанных концентрациях; комплексы белок—PAR 
отделяли от свободной PAR с помощью электрофореза в нативном 5%‑м ПААГ. Комплексы PAR с XRCC1 вымыва‑
ются в процессе электрофореза из‑за плохого вхождения в гель; доля связанного полимера оценивалась по убыли 
свободной PAR по сравнению с контролем (в отсутствие белков).
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с XRCC1 даже в отсутствие его окисления [8]. Глав‑
ные эффекты окисления XRCC1, показанные в дан‑
ной работе, — подавление способности белка ак‑
цептировать АДФ‑рибозу и ингибировать процесс 
удлинения цепи PAR в PAR‑PARP1/2. Негативное 
влияние окисления на PARилирование XRCC1, не‑
обходимое для усиления его взаимодействия с дру‑
гими белками — участниками BER, может компен‑
сироваться образованием комплекса с Polβ как по‑
стоянным партнёром. Чрезмерное подавление бел‑
ком XRCC1red стадии элонгации в процессе авто‑
модификации PARP1/PARP2 может снижать 
эффективность репарации из‑за продления времени 
жизни PAR‑PARP1/2 в комплексе с повреждённой 
ДНК. Таким образом, наиболее вероятная роль окис‑
ления XRCC1 — тонкая регуляция уровней PARи‑
лирования белков и их координирующих функций 
при формировании репарасом.

Первый и второй авторы внесли равный вклад 
в публикацию.

Источник финансирования. Работа поддержана 
грантом РНФ № 19–14–00107.
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Influence of XRCC1 protein oxidation on the modification of proteins catalyzed by poly(ADP‑ribose)polyme‑
rases (PARP1 and PARP2) has been studied for the first time. XRCC1, PARP1 and PARP2 are responsible for 
coordination of multistep repair of most abundant DNA lesions, functioning as scaffold proteins. We have shown 
that the XRCC1 oxidation reduces the efficiency of its ADP‑ribosylation and the protein affinity for poly(ADP‑ri‑
bose). The ADP‑ribose modification of various XRCC1 forms is enhanced in the presence of DNA polymerase β 
(Polβ) capable to form a stable complex with XRCC1. The oxidation suppresses the inhibiting activity of XRCC1 
and its complex with Polβ towards the automodification of PARP1 and PARP2, that may enhance the efficiency 
of repair. The results of this study indicate that the oxidation of XRCC1 play a role in fine regulation of poly(ADP‑ri‑
bosyl)ation levels of proteins and their coordinating functions in the DNA repair.

Keywords: base excision repair, coordination of DNA repair, XRCC1, PARP1, PARP2, poly(ADP‑ribosyl)ation 
of proteins.
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