
Регуляция синтеза PAR белком YB-1 63	 Успехи биологической химии, т. 62, 2022, с. 63–98

	 Принятые сокращения: BER – эксцизионная репарация оснований ДНК; CSD – 
домен холодового шока; CTD – C-концевой домен; IDPR – неупорядоченная 
последовательность белка; NER – эксцизионная репарация нуклеотидов ДНК; 
PAR – поли(АДФ-рибоза); PARG – поли(АДФ-рибозо) гликогидролаза; PARP – 
поли(АДФ-рибозо)полимераза; RBD  – РНК-связывающий домен; RBP  – 
РНК‑связывающий белок; YB-1 –Y-бокс-связывающий белок 1.
	 Адрес для корреспонденции: lavrik@niboch.nsc.ru, Лаврик Ольга Ивановна.
	 Работа выполнена при поддержке Российского научного фонда, грант 
№ 19‑14-00107 (для ОИЛ и КНН) и №20-14-00086 (для ЕЭА и МВС).

8 2022 г.

РОЛЬ YB-1 В РЕГУЛЯЦИИ ПРОЦЕССА 
ПОЛИ(АДФ-РИБОЗИЛ)ИРОВАНИЯ, 

КАТАЛИЗИРУЕМОГО  
ПОЛИ(АДФ-РИБОЗО)ПОЛИМЕРАЗАМИ

Е. Э. Алемасова1, К. Н. Науменко1, 
М. В. Суханова1, О. И. Лаврик1,2

1 Институт химической биологии и фундаментальной медицины 
СО РАН, Новосибирск

2 Новосибирский государственный университет, Новосибирск

I. Введение. II. Поли(АДФ-рибозо)полимеразы и поли(АДФ-рибо
зил)ирование. III. Поли(АДФ-рибозил)ирование и метаболизм 
PAR. IV. Белок YB-1 как регулятор активности PARP1. V. Роль 
РНК-связывающих белков в регуляции поли(АДФ-рибозил)иро
вания. VI. Заключение.

I. ВВЕДЕНИЕ
Y-бокс-связывающий белок 1 (YB-1) является классическим РНК-свя
зывающим белком, всё больше привлекающим внимание исследовате
лей в качестве потенциального участника поддержания стабильности 
генома. В белке выделяют три домена: неупорядоченный N-концевой 
домен, богатый Ala и Pro (A/P-домен, 1–51 аминокислотные остатки), 
домен холодового шока (CSD, 52–129) и неупорядоченный C-конце
вой домен (CTD, 130–324), содержащий чередующиеся кластеры 
положительно и отрицательно заряженных аминокислотных остатков 
[1]. Значительное повышение уровней мРНК и белка YB-1, а также 
его ядерная локализация наблюдаются в химиорезистентных опухо
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левых клетках, в силу чего этот белок был предложен в качестве 
молекулярного маркера диагностики и возможной мишени терапии 
онкологических заболеваний [1–3].
	 Изначально белок YB-1 привлек наше внимание как потенциаль
ный участник клеточного ответа на повреждение ДНК по нескольким 
причинам. Во-первых, ранее было показано, что YB-1 в норме имеет 
цитоплазматическую локализацию, но может переходить в ядро в 
условиях генотоксического воздействия на клетки [4]. В некоторых 
случаях его транслокация была связана с образованием укороченной 
ядерной формы белка – YB-1(1–219) [5–7], обладающей бо́льшим, по 
сравнению с полноразмерной формой, сродством к ДНК, и меньшим – 
к РНК [6]. Во-вторых, YB-1 проявляет повышенное сродство к 
повреждённой ДНК по сравнению с неповреждённой [8]. Наконец, 
было установлено, что YB-1 способен физически взаимодействовать 
с рядом белков репарации ДНК, модулируя их активность [8–13]. 
Начав проводить исследования в этой области, мы дополнили этот ряд 
потенциальных взаимодействий YB-1 с белками репарации, а именно 
с ДНК-гликозилазой Neil1 [14, 15], фактором эксцизионной репарации 
нуклеотидов XPC [16], апуриновой/апиримидиновой эндонуклеазой 
1 (APE1), поли(АДФ-рибозо)полимеразами 1 и 2 (PARP1 и PARP2), 
и сделали ряд важных наблюдений, касающихся способности YB-1 
регулировать активность ключевых факторов и ферментов репарации 
оснований ДНК, таких как APE1 и PARP1 [15, 17]. Нами были под
тверждены и количественно охарактеризованы непосредственные 
белок-белковые взаимодействия YB-1 с отдельными участниками 
пути эксцизионной репарации оснований ДНК, в том числе, впервые 
показано физическое взаимодействие YB-1 с PARP1 и PARP2 [14]. 
Следует отметить, что до начала наших исследований роли белка YB-1 
в процессе поли(АДФ-рибозил)ирования, единственным фактом, 
указывающим на возможную взаимосвязь функций YB-1 и PARP1 
в клетке, была идентификация YB-1 среди белков, связывающих 
поли(АДФ-рибозу) (PAR), протеомными методами [18].
	 Синтез РНК-подобного полимера PAR, катализируемый фермен
тами PARP1 и PARP2 при возникновении разрывов в ДНК [19], 
является одним из наиболее ранних событий, происходящих в ходе 
клеточного ответа на повреждение ДНК (~ 100 мс) [20]. Считается, 
что более, чем 90% всей поли(АДФ-рибозы) в клетке, по крайней 
мере, в ответ на ДНК-повреждающее воздействие, синтезируется 
PARP1 [21]. В качестве субстрата PARP1 использует НАД+, и процесс 
поли(АДФ-рибозил)ирования представляет собой перенос мономеров 
АДФ-рибозы на молекулы-акцепторы, как правило, это сама PARP1, 
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белки, но также и ДНК [22, 23]. При этом образуется ковалентно при
соединенная и отрицательно заряженная разветвлённая цепь PAR, 
длина которой может превышать 200 мономеров [24]. Регуляторная 
функция, выполняемая PAR в ответе клетки на повреждение ДНК, 
очень многогранна, поэтому идентификация и изучение белков, 
влияющих на синтез PAR, является важной задачей. 
	 Наши исследования роли YB-1 как белка-регулятора активности 
PARP1 начались в прошедшем десятилетии в кооперации с лаборато
риями Льва Павловича Овчинникова (Институт белка РАН, Пущино) 
и Патрика Курми (Университет Эври, Франция), что увенчалось 
открытием новой посттрансляционной модификации YB-1  – его 
поли(АДФ-рибозил)ирования [25]. Помимо того, что YB-1 оказался 
очень хорошим акцептором поли(АДФ-рибозы) в реакции транс-
PARилирования белков, было выявлено влияние этого белка и на 
автомодификацию самой PARP1. Заинтригованные этим моментом, 
мы впоследствии провели исследования, которые легли в основу 
серии работ, посвященных функциональным взаимодействиям YB-1 
и PARP1. Полученные данные вместе с подробным обсуждением 
возможных механизмов этих взаимодействий и их последствий для 
клетки мы впервые обсуждаем в едином обзоре, посвященном памяти 
академика Л. П. Овчинникова.

II. ПОЛИ(АДФ-РИБОЗО)ПОЛИМЕРАЗЫ  
И ПОЛИ(АДФ-РИБОЗИЛ)ИРОВАНИЕ

Поли(АДФ-рибозо)полимеразы (PARPs) образуют обширное семей
ство белков, насчитывающее 17 представителей, содержащих 
консервативный каталитический домен [26]. На сегодняшний день 
известно, что в клеточном ответе на повреждение ДНК участвуют 
только три представителя семейства – PARP1, PARP2 и PARP3 [26]. 
PARP 1–3 – это ДНК-зависимые ферменты, которые активируются 
в присутствии поврежденной ДНК. Активируясь на повреждениях 
ДНК, PARP1 и PARP2 катализируют синтез полимера АДФ-рибозы, 
тем самым осуществляя собственную ковалентную модификацию – 
автополи(АДФ-рибозил)ирование и модификацию других белков-ак
цепторов – трансполи(АДФ-рибозил)ирование. В отличие от PARP1 и 
PARP2, PARP3 катализирует реакцию моно(АДФ-рибозил)ирования 
белков [27]. Мишенями PARPs преимущественно являются белки, 
участвующие в поддержании структуры хроматина и в метаболизме 
ДНК. Из трех PARPs, активируемых поврежденной ДНК, PARP1 
является наиболее изученным ферментом. PARP1 синтезирует до 90% 
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всей клеточной поли(АДФ-рибозы) (PAR) в ответ на повреждение 
ДНК и считается одним из ключевых регуляторов процесса репарации 
ДНК, а также целого ряда других клеточных процессов: транскрипции 
[28], формирования веретена деления [29] и формирования ядрышек 
[30]. Синтезируя PAR и модифицируя белки акцепторы, PARP1 спо
собна изменять локальные свойства нуклеоплазмы [31]. С одной сто
роны, электростатическое отталкивание между PARилированными 
белками и нуклеиновыми кислотами приводит к эффективной диссо
циации модифицированных белков из их комплексов с ДНК или РНК. 
С другой стороны, PAR можно рассматривать как сигнальную моле
кулу, привлекающую белки, которые участвуют в PARP1/PAR‑зави
симых клеточных процессах. В последнее время опубликовано 
множество данных, описывающих поли(АДФ-рибозил)ирование 
белков-мишеней, катализируемое PARP1. На сегодняшний день 
около 2389 белков были идентифицированы, как мишени поли(АДФ-
рибозил)ирования, которые могут не только модифицироваться 
PAR, но и напрямую взаимодействовать с поли(АДФ-рибозой), 
синтезируемой PARP1 [18, 32–35]. Первоначально было показано, 
что предпочтительными мишенями для PARPs являются сами 
поли(АДФ-рибозо)полимеразы и ДНК-связывающие белки, такие как 
гистоны и факторы репарации ДНК [36]. Позже, с использованием 
метода метод масс-спектрометрического анализа для идентификации 
белков, ассоциированных с поли(АДФ-рибозой), было обнаружено, 
что многие РНК-связывающие белки могут быть поли(АДФ-рибозил)
ированы или взаимодействовать с поли(АДФ-рибозой) в условиях 
генотоксического стресса [18, 35, 37]. 

III. ПОЛИ(АДФ-РИБОЗИЛ)ИРОВАНИЕ  
И МЕТАБОЛИЗМ PAR

Поли(АДФ-рибозил)ирование –это обратимая посттрансляционная 
модификация белков полимерной цепью, состоящей из остатков 
АДФ-рибозы, осуществляемая поли(АДФ-рибозо)полимеразами 
(рис. 1А). Остатки АДФ-рибозы в линейном полимере соединены 
О-гликозидными связями, которые образуются между O-2' атомом 
рибозы, несущей аденин, и C-1D атомом остатка рибозы следующего 
мономера. В точках ветвления полимера та же самая связь образуется 
между O-2D и C-1D атомами двух остатков рибозы [38, 39]. После 
воздействия реагентов, повреждающих ДНК, период полураспада 
поли(АДФ-рибозы) составляет менее одной минуты, в то же время в 
неповрежденных клетках, оно составляет порядка 7,7 часа [40]. При 
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возникновении повреждений ДНК резко возрастает не только синтез 
PAR (за счёт активации PARP1 на повреждениях), но и распад поли
мера. В клетке деградация PAR преимущественно осуществляется 
ферментом поли(АДФ-рибозо)гликогидролазой (PARG), которая 
привлекается к сайтам повреждения ДНК, в том числе, посредством 
PAR-зависимого механизма [41]. PARG проявляет как экзо-, так и 
эндогликозидазную активность, гидролизуя О-гликозидные связи 
между структурными мономерами, что приводит к образованию 
свободных молекул олиго(АДФ-рибозы) или АДФ-рибозы [42]. Ранее 
считалось, что поли(АДФ-рибоза) может быть разрушена и по альтер
нативному пути – с участием фермента (АДФ-рибозил)гидролазы 3 

Рис. 1. PARP1 и поли(АДФ-рибоза). 
	 А. Строение мономера поли(АДФ-рибозы) и обозначение связей остатков 
АДФ-рибозы в линейной цепи полимера и точках ветвления. 
	 Б. Схематическое изображение доменной структуры PARP1. 
	 ZF1–3 – «цинковые пальцы»; BRCT – мотив в домене автомодификации, 
сходный с C-терминальным доменом белка-супрессора рака молочной железы 
1 (BRCA, breast cancer type 1 susceptibility protein); NLS – сигнал ядерной 
локализации и сайт расщепления каспазой 3; WGR – консервативный мотив 
с повышенным содержанием триптофана (W), глицина (G) и аргинина (R); 
PRD – регуляторный домен PARP1, выполняющий автоингибиторную функцию; 
ART – каталитический домен.
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(ARH3) [43, 44], который подобно PARG проявляет поли(АДФ-ри
бозо)гликогидролазную активность, гидролизуя PAR до мономеров 
АДФ-рибозы. Однако последние результаты показали, что ARH3 не 
может работать равноценно с PARG в реакции расщепления полимера 
PAR, поскольку не расщепляет разветвлённую (branched) структуру 
PAR [45]. Кроме того. активность фермента ARH3 по отношению к 
PAR на 1–2 порядка ниже, чем активность PARG [46]. В то же время 
PARG не способна катализировать расщепление сложноэфирной или 
кетоаминной связи между первым мономером АДФ-рибозы и ами
нокислотой-акцептором (аспартат, глутамат, лизин, аргинин и серин), 
а ARH3 может удалять остаток моно(АДФ-рибозы), связанный с 
серином [46], что особенно важно в процессе АДФ-рибозилирования 
гистонов. Для удаления АДФ-рибозы с моно(АДФ-рибозил)иро
ванных белков по остаткам аспартата или глутамата существуют 
специфические моно(АДФ-рибозо)гидролазы [47]. 

СТРУКТУРА PARP1

PARP1 человека состоит из 1014 аминокислотных остатков, в струк
туре PARP1 выделяют следующие домены: ДНК-связывающий 
домен, домен автомодификации, WGR и каталитический домен (рис. 
1Б). Два цинковых пальца (ZF1 и ZF2) принимают участие в рас
познавании ферментом ДНК-структур, причем ДНК-связывающая 
активность ZF2 почти в 100 раз выше, чем у ZF1, поэтому ZF2 
необходим для быстрой локализации PARP1 на повреждениях ДНК, 
а ZF1 – для регуляции сродства PARP1 к ДНК [48]. ZF3 опосредует 
междоменное взаимодействие между N- и C-концевой частями 
PARP1, необходимое для ДНК-зависимой активации фермента [49]. 
В домене автомодификации сосредоточено большинство сайтов авто
поли(АДФ-рибозил)ирования PARP1 [50]. Также здесь находится 
BRCT-домен, который участвует в образовании белок-белковых 
контактов [51]. Домен WGR назван согласно существующему кон
сервативному мотиву из аминокислотных остатков триптофана (W), 
глицина (G), аргинина (R) и является необходимым, хотя его функция 
не установлена точно [36]. Каталитический домен отвечает за связы
вание НАД+ и АДФ-рибозилтрансферазную активность фермента [19]. 
	 Предложенная на сегодняшний день модель автополи(АДФ-ри
бозил)ирования PARP1 предполагает конформационные перестройки 
внутри молекулы белка при взаимодействии с ДНК-субстратом, 
сопровождающиеся повышением аффинности белка к НАД+ и 
последующим синтезом PAR [52]. Предполагается, что связывание 
ZF1 и ZF2 с поврежденной ДНК приводит к внутримолекулярному 
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взаимодействию между каталитическим и ДНК-связывающим 
доменом. Следует отметить, что из-за наличия автоингибиторного 
домена (на рисунке PRD) в каталитическом домене, PARP1 обладает 
низким сродством к молекуле НАД+ и при связывании PARP1 с пов
режденной ДНК автоингибиторный домен теряет упорядоченную 
структуру, в результате чего происходит увеличение аффинности 
PARP1 к НАД+, что способствует более эффективному протеканию 
реакции автополи(АДФ-рибозил)ирования [52].

РОЛЬ PARP1 В РЕПАРАЦИИ ДНК

Формирование поли(АДФ-рибозы) при генотоксическом воздействии 
послужило основой для изучения функционирования PARPs в процес
сах репарации ДНК [53]. ДНК организма человека постоянно нахо
дится под воздействием повреждающих экзогенных и эндогенных 
агентов [54]. Сохранение целостности генетической информации 
обеспечивается системами репарации ДНК. Считается, что в клетках 
эукариот существует пять основных способов восстановления 
целостности структуры ДНК: прямая репарация алкилированных 
оснований, репарация двуцепочечных разрывов ДНК путем гомо
логичной рекомбинации (HR) или через негомологичное соединение 
концов (NHEJ); эксцизионная репарация нуклеотидов (NER) и эксци
зионная репарация оснований (BER), а также коррекция ошибочно 
встроенных оснований ДНК (MMR) [55]. На сегодняшний день, 
PARP1 рассматривается как «молекулярный сенсор» разрывов ДНК 
и универсальный регулятор репарации ДНК [53].
	 Поврежденные основания и одноцепочечные разрывы ДНК явля
ются основным типом повреждений, которые индуцируют синтез 
поли(АДФ-рибозы) in vivo, что предполагает взаимосвязь между акти
вацией PARP1 и процессом BER и репарацией одноцепочечных раз
рывов [53]. BER – один из основных путей репарации, направленный 
на исправление наиболее часто встречающихся повреждений ДНК – 
AP-сайтов и оснований, подвергшихся модификации (окисление, 
дезаминирование, алкилирование) [56]. Доказательство участия 
PARP1 в BER основывается на ряде фактов, полученных в экспери
ментах с использованием модельных животных (PARP1-/-), клеточ
ных линий (PARP1-/-) и анализе взаимодействия PARP1 с белками и 
ДНК-интермедиатами процесса BER in vivo и in vitro [57].
	 В работах [58–60], методом гомологичной рекомбинации были 
получены первые линии нокаутных мышей с генотипом (PARP1-/-). 
Эти мыши были жизнеспособны и фертильны, что свидетельствовало 
о том, что вклад PARP1 в развитие и дифференцировку тканей мышей 
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в нормальных условиях незначителен. Однако эти нокаутные мыши 
проявляли повышенную чувствительность к алкилирующим реаген
там: метилнитронитрозогуанидин (MNNG), метил-N-нитрозомоче
вине (MNU) и метилметансульфонату (MMS), а также γ-облучению, 
что являлось косвенным доказательством защитной роли PARP1 в 
условиях генотоксического воздействия. Похожие закономерности 
были выявлены с использованием клеточных линий PARP1(-/-) [60].
	 Позже появились прямые доказательства локализации и активации 
PARP1 на сайтах повреждения ДНК на клеточном уровне. С использо
ванием клеточных линий были исследованы кинетические параметры 
связывания PARP1 с повреждениями ДНК, индуцированных лазерной 
микрорадиацией [61]. При таком воздействии возникают различные 
повреждения ДНК, в частности, одно- и двуцепочечные разрывы 
ДНК и тиминовые димеры. PARP1 быстро (< 10 c) накапливается 
локально в сайтах повреждений и кратковременно связывается с 
поврежденной ДНК и его автополи(АДФ-рибозил)ирование привле
кает другие белки репарации, в частности XRCC1 (X-ray repair 
cross-complementing protein 1), который является одним из основных 
факторов, регулирующих BER и репарацию одноцепочечных разры
вов. Обладая достаточно высоким сродством и к неповрежденной 
ДНК [62], PARP1 может связываться с геномной ДНК и двигаться 
вдоль неё [63]. Предполагается, что быстрое связывание PARP1 с 
сайтами повреждения обеспечивается по механизму «monkey-bar»: 
ассоциация PARP1 с ДНК происходит очень быстро, в то время как 
диссоциация зависит от формирования тройного комплекса со второй 
молекулой ДНК, которая должна связаться прежде, чем освободится 
первая молекула [64]. Следует заметить, что это только один из раз
личных обсуждаемых в литературе механизмов. 
	 Важность синтеза поли(АДФ-рибозы) в качестве сигнальной 
молекулы для привлечения белков BER к поврежденной ДНК была 
также показана в работе [65], когда в клеточных линиях с генотипом 
(PARP1-/-), дефектных по способности синтезировать полимер 
АДФ-рибозы, значительно снижался уровень локализации XRCC1 
в районах повреждения ДНК. Однако существуют данные о том, что 
репарация повреждений ДНК системой BER может осуществляться 
как PARP1-зависимым, так и PARP1-независимым путем, а также 
с участием ближайшего ее гомолога PARP2 [66]. Интересно, что в 
одной из работ было высказано предположение о том, что репарация 
одноцепочечных разрывов и поврежденных пуриновых оснований 
зависит от PARP1, а для репарации поврежденных пиримидиновых 
оснований PARP1 не требуется [66]. Впрочем, дальнейшего развития 
эти наблюдения не получили.
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	 Большинство исследований роли PARP1 в репарации ДНК выпол
нено с использованием клеточных линий или клеточных экстрактов. 
Основной недостаток использования таких систем – это отсутствие 
возможности изучения влияния PARP1 на активность ферментов, 
катализирующих отдельные стадии процесса репарации, поэтому 
использование систем, реконструированных из рекомбинантных 
белков, может существенно дополнить информацию, полученную с 
использованием клеточных линий и экстрактов клеток. С использо
ванием реконструированных систем in vitro было показано, что 
PARP1 эффективно взаимодействует с ДНК-интермедиатами BER, 
включая ДНК, содержащие апуриновые/апиримидиновые сайты, 
однонуклеотидные бреши или одноцепочечные разрывы, а также 
было установлено его взаимодействие с отдельными белками BER 
[62, 67–72]. Кроме того, в реконструированных системах показано, 
что PARP1 способен модулировать активность ферментов, катали
зирующих основные стадии BER, а именно ДНК-полимеразы β, 
апуриновой/апиримидиновой эндонуклеазы 1, флэп-эндонуклеазы 1, 
ДНК-лигазы III [73–78]. В последнее время накапливается все больше 
данных об участии PARP1 в функционировании систем репарации 
двухцепочечных разрывов и эксцизионной репарации нуклеотидов 
(NER) [57, 79]. Поскольку ранее было показано взаимодействие YB-1 
с поврежденной ДНК [8] и факторами репарации ДНК [14, 17], а 
также переход цитоплазматического белка YB-1 в ядро при геноток
сическом воздействии на клетки [7], то представляло большой инте
рес исследовать возможное функциональное взаимодействие YB-1 
с PARP1, а также с продуктом катализируемой PARP1 реакции – по
ли(АДФ-рибозой) как «третьей нуклеиновой кислотой» клетки [80].

РОЛЬ СТРУКТУРНОЙ ОРГАНИЗАЦИИ PARP1  
В МЕХАНИЗМЕ ПОЛИ(АДФ-РИБОЗИЛ)ИРОВАНИЯ

Одним из важных и не до конца разрешенных вопросов относительно 
механизма реакции поли(АДФ-рибозил)ирования является органи
зация субъединичной структуры PARP1, участвующей в процессе 
синтеза поли(АДФ-рибозы), сопровождающегося автомодификацией 
[81]. Исходя из объемной экспериментальной базы в пользу возмож
ности различных вариантов организации, можно заключить, что PARP1 
может функционировать и в форме мономера [82, 83], и в форме 
димера, состоящего из двух субъединиц [84–87]. Подробное обсуж
дение обеих гипотез можно найти в обзоре [81]. Некоторые данные 
предполагают существование мультимерных структур PARP1 [88].
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	 Несмотря на то, что форма (мономер, димер или гетеродимер 
с другим белком), в которой PARP1 связывается с повреждением 
ДНК, неизвестна, на основании совокупности имеющихся данных 
можно предположить следующую модель (рис. 2). Вероятно, сначала 
происходит связывание с повреждением ДНК только одной молекулы 
(субъединицы) PARP1 в форме мономера, поскольку:

– укладка доменов PARP1 с формированием активной конфор
мации фермента происходит со стехиометрией 1 : 1 [89]; 

– при определении констант связывания показан только один сайт 
с высоким сродством (соответствует повреждению ДНК) [83];

– при наличии одного сайта повреждения наблюдается преиму
щественно цис-автомодификация PARP1 [19].

	 Однако, с большой вероятностью на следующем этапе происходит 
связывание второй субъединицы PARP1 с формированием гомоди
мера, так как:

– стехиометрия PARP1:ДНК = 2 : 1 оптимальна для фермента
тивной активности [85];

– начальная скорость автополи(АДФ-рибозил)ирования возрас
тает согласно кинетике второго порядка от концентрации PARP1 
(то есть для эффективной реакции требуется по крайней мере 
две молекулы PARP1) [84];

– вторая молекула PARP1 связывается с ДНК с большим сродством, 
чем первая (кооперативность) [90];

– неактивные мутанты PARP1 либо отдельные домены белка при 
смешивании образуют полностью функциональный фермент, 
что указывает на структурную возможность образования 
гомодимера [86]. 

	 Можно предположить, что формирование гетеродимеров PARP1 
с другими белками происходит либо на втором этапе вместо гомоди
мера, либо впоследствии одна из субъединиц гомодимера (возможно, 
временно) замещается другим белком.
	 Для димера PARP1 потенциально возможны несколько вариантов 
каталитической активности:

– Интрамолекулярная реакция: каждая субъединица PARP1 катали
зирует реакцию автомодификации, димер PARP1 симметричен;

– Интермолекулярная реакция: две субъединицы PARP1 катализи
руют реакцию трансмодификации, димер PARP1 симметричен;

– Интермолекулярная реакция: только одна субъединица PARP1 
является каталитически активной, и только одна субъединица 
связана с повреждением ДНК, димер PARP1 асимметричен 
(рис. 2).
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	 Если исходить из анализа литературных данных, наиболее вероят
ным представляется третий вариант, когда в единицу времени в димере 
PARP1 активна лишь одна субъединица [81]. Можно также с уверен
ностью утверждать, что для активной молекулы PARP1 вероятны 
оба способа автомодификации: как цис-автомодификация, так и 
транс-модификация второй субъединицы гомодимера (что в экспе
рименте также будет детектироваться как автомодификация PARP1) 
[81]. Однако, не исключено, что в ходе реакции может происходить 
«переключение» активности между протомерами PARP1 с реализа
цией первых двух вариантов.

Рисунок 2

PARP1

PARP1
PARP1

PARP1
1. мономер

цис-автомодификация

транс-автомодификация

транс-модификация 
белка-мишени 

2. гомодимер

3. гетеродимер

Рис. 2. Формы активного комплекса PARP1 и автомодификация PARP1. 
	 На рисунке показаны различные варианты формирования активного комп
лекса PARP1 (1 – мономер, 2 – гомодимер PARP1, 3 – гетеродимер PARP1 с другим 
белком), а также два способа автомодификации PARP1 – цис-автомодификация 
(внутримолекулярная) и транс-автомодификация (межмолекулярная).
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	 Роль автомодификации PARP1 заключается, во-первых, в генера
ции большого количества поли(АДФ-рибозы) (в клетке PARP1 явля
ется одним из главных катализаторов синтеза и акцепторов PAR [91]). 
Синтез PAR служит для привлечения к сайту повреждения ДНК 
PAR-связывающих белков [92], а также организации немембранных 
компартментов репарации ДНК [31, 93, 94]. Цис-автомодификация 
PARP1 необходима для диссоциации фермента из комплекса с ДНК и 
освобождения сайта повреждения для репарационных машин. Обра
зование гетеродимеров PARP1 с другими белками, не все из которых 
являются мишенями PARилирования, в ходе реакции, может служить 
для выполнения других специфических функций. Так, недавно откры
тый фактор PARилирования гистонов 1 (HPF1) регулирует автомо
дификацию PARP1, способствуя преимущественной модификации 
гистонов [95], а также переключает специфичность поли(АДФ‑ри
бозил)ирования на модификацию остатков серина [96].

IV. БЕЛОК YB-1 КАК РЕГУЛЯТОР АКТИВНОСТИ PARP1
Предположение о том, что модификация PARP1 происходит межмоле
кулярно в асимметричном димере двух молекул PARP1, согласуется 
со способностью PARP1 ковалентно модифицировать другие белки. 
Можно предположить, что PARP1 способен функционировать в 
виде асимметричного димера в реакции авто-PARилирования или 
гетеродимера в реакции транс-PARилирования белков. Асимметрия 
может обеспечиваться взаимодействием одной из субъединиц 
(протомеров) с повреждением ДНК, а вторая субъединица в этом 
комплексе присоединяется через белок-белковые взаимодействия 
[81]. В таком димере, состоящем из каталитически активной моле
кулы и белка мишени, PARP1 будет способен дольше оставаться 
в активном состоянии, так как происходит преимущественная 
модификация белка-партнерa, в том числе и второй субъединицы 
PARP1. В настоящее время многие ДНК- и РНК-связывающие белки 
рассматриваются как потенциальные регуляторы активности PARP1. 
Такие белки могут играть роль партнеров PARP1 и подвергаться 
транс-PARилированию. Действительно, ряд белков-регуляторов 
PARP1 обладают способностью привлекаться к сайту повреждения 
независимо от каталитической активности PARP1 [96]. В настоящем 
разделе мы рассмотрим возможность формирования гетеродимера 
PARP1 с белком YB-1 и влияние этого взаимодействия на свойства 
обоих белков.
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ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ YB-1 И PARP1 В ГЕТЕРОДИМЕРЕ

Образование гетеромерного комплекса белков PARP1 и YB-1 на 
повреждённой ДНК в отсутствие НАД+, то есть независимо от ката
литической функции PARP1, было показано с использованием трёх 
различных способов: методами флуоресцентного титрования [14], 
задержки в геле и флуоресцентной спектроскопии [97]. Значения 
эффективной концентрации (EC50), при которой достигается поло
вина максимального ответа системы (то есть увеличения интен
сивности флуоресценции белка, несущего флуоресцентную группу, 
при добавлении белка-партнера), определённые для комплексов 
YB‑1–PARP1 и YB-1(1–219)–PARP1, были высокими – 460 ± 65 и 
510 ± 65 нМ, соответственно [14], то есть комплексы нестабильны. 
Возможно, что эти нестабильные гетеромерные комплексы могут 
быть стабилизированы, например, ДНК или PAR, синтезируемой в 
процессе поли(АДФ-рибозил)ирования. Действительно, ДНК ока
зывает стабилизирующее действие на комплекс YB-1(1-219)–PARP1 
(EC50 = 310 ± 28 нМ) [14]. EC50 для взаимодействий YB‑1–YB-1 и 
YB-1(1–219)–YB-1(1–219) в отсутствие ДНК, измерить не удалось; 
в присутствии ДНК значения этих величин были определены как 
360  ± 42 нМ и 310 ± 37 нМ [98]. Значение EC50 для комплекса 
PARP1–PARP1 составило 130 ± 16 нМ (в присутствии ДНК не изме
рено) [71]. Согласно литературным данным, сродство YB-1 к двух
цепочечной ДНК также является низким (KD ~ мкМ), однако за счёт 
мультимеризации этот белок способен конкурировать с другими ДНК-
связывающими белками [99]. В то же время PARP1 обладает значи
тельно более высоким сродством к поврежденной ДНК (например, 
значение KD для комплекса PARP1 с 30-мерным ДНК-дуплексом, 
содержащим разрыв, составило 23.4 ± 4.8 нМ [100]). Величины KD для 
комплекса PARP1 с двухцепочечным разрывом в ДНК, определённые 
различными исследователями, варьируют от <3 нМ до 97 нМ [64]. 
	 Суммируя вышеизложенное, можно предположить, что в ходе 
формирования гетеродимера YB-1-PARP1 на ДНК, сначала происхо
дит взаимодействие первой молекулы PARP1 с ДНК (мономер), затем 
связывание второй молекулы PARP1 (гомодимер) и, наконец, заме
щение одной из субъединиц димера на молекулу YB-1. В условиях 
избытка YB-1 и при тенденции этого белка к гомо-олигомеризации, 
возможно преобладание гетеродимеров YB-1–PARP1 над другими 
формами комплексов. В целом, следует отметить, что данная модель 
является упрощённой. Так, методом динамического светорассеяния, 
было показано, что вероятной формой существования бинарных комп
лексов PARP1 с другими белками, может быть гетеротетрамер [88]. 
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	 В гетеродимере с PARP1, YB-1 выступает в качестве мишени 
трансPARилирования in vitro [25]. Модификация YB-1 резко умень
шает сродство этого белка к ДНК [25]. Следует отметить, что для 
ковалентной модификации PAR некоторых белков, в частности, 
p53, необходима способность нековалентно связывать PAR [101]. В 
случае YB-1 нековалентное взаимодействие с PAR не является строго 
обязательным, поскольку модификация YB-1 может происходить при 
одновременном связывании этого белка и PARP1 с поврежденной 
ДНК. Доказательством этого может служить модификация YB-1 
мутантной формой PARP1, E988K, способной катализировать только 
реакцию моно(АДФ-рибозил)ирования [102]. Тем не менее, нами 
было установлено нековалентное взаимодействие YB-1 с PAR [14].

Влияние концентрации ДНК 
Несмотря на то, что YB-1 обладает невысоким сродством к ДНК 
(Kd ~ μМ) [103, 104], он может конкурировать с ДНК-связывающими 
ядерными белками за счёт способности к мультимеризации в присутст
вии ДНК [99]. Значения EC50, определённые для комплексов YB-1–YB-1 
и YB-1–PARP1 в присутствии повреждённой ДНК (360 и 470 нМ, 
соответственно), подтверждают, что за счёт гомоолигомеризации YB-1 
может конкурировать с PARP1 за связывание с ДНК в гетеродимере 
YB-1–PARP1 [14]. Поскольку связывание с поврежденной ДНК необ
ходимо для активации PARP1 [19, 83], YB-1 потенциально способен 
ингибировать активность этого фермента. Действительно, при соот
ношении концентраций [YB-1] : [ДНК] ~10 : 1 и выше YB-1 инги
бирует автомодификацию PARP1 [98].
	 Для изучения реакции поли(АДФ-рибозил)ирования в режиме 
реального времени в нашей лаборатории был разработан подход, 
основанный на флуоресцентной спектроскопии [105]. Метод позво
ляет осуществлять непрямую детекцию процесса поли(АДФ-рибо
зил)ирования по изменению анизотропии флуоресценции ДНК-струк
туры, несущей флуоресцентную группу. PARилированные белки дис
социируют из комплекса с ДНК вследствие электростатического оттал
кивания, при этом наблюдается падение анизотропии флуоресценции 
до уровня, соответствующего свободной ДНК [91]. Исследование 
взаимодействий белков YB-1 и PARP1 в условиях ингибирования 
автомодификации PARP1 ([YB-1] : [ДНК] ~10 : 1) этим методом [97, 
102] показало, что в данном случае в ходе реакции PARилирования 
происходит задержка ДНК в комплексе с белками. Причина феномена 
состоит не в ингибировании каталитической активности PARP1, о 
чем свидетельствует дальнейшее понижение уровня анизотропии 
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флуоресценции. Возникновение задержки диссоциации комплексов 
при повышении концентрации YB-1 в реакционной смеси можно 
объяснить тем, что YB-1, находящийся в гетеродимере с PARP1, 
является преимущественной мишенью для PARилирования. При 
этом автомодификация PARP1 и, соответственно, его диссоциация 
из комплекса с ДНК может быть замедлена в силу статистически 
более частого присоединения поли(АДФ-рибозы) на другой акцептор, 
находящийся в избытке – YB-1. В этом случае падение анизотропии 
флуоресценции будет детектироваться начиная с того момента, когда 
равновесие между связыванием в гетеромерный комплекс новых 
молекул YB-1 из раствора и диссоциацией модифицированных моле
кул YB-1 будет смещено в сторону последней в результате истощения 
пула свободного немодифицированного YB-1. Гипотеза подтверж
дается поставленным в параллель экспериментом с непосредственной 
детекцией продуктов реакции [97].
	 Напротив, в присутствии избытка повреждённой ДНК по отноше
нию к YB-1, этот белок оказывает выраженный стимулирующий 
эффект на активность PARP1 [98] (возможные механизмы этого 
феномена будут подробно обсуждаться далее).

Влияние структуры ДНК
Функциональные взаимодействия YB-1 и PARP1 были исследованы 
с использованием различных структур ДНК, включая модельные 
ДНК-дуплексы, содержащие разрывы и некомплементарные области 
различной протяженности, замкнутые двухцепочечные олигонук
леотиды, не содержащие тупых концов, а также на мононуклеосоме 
[102]. В присутствии ДНК-дуплексов, независимо от структуры, 
YB-1 стимулировал синтез PAR (до 3–5 раз), что сопровождалось 
интенсивной модификацией YB-1 и PARP1 [102]. При использовании 
в качестве кофактора PARP1 однонитевой ДНК, YB-1 подвергался 
слабой модификации, но не стимулировал активность PARP1 [102]. 
Возможным объяснением этого факта может служить то, что одноце
почечная ДНК не является эффективным кофактором для активации 
PARP1, а YB-1, напротив, обладает к ней более высоким сродством, 
чем к двухцепочечным ДНК-структурам [103], что в совокупности 
может препятствовать формированию каталитически активных 
комплексов PARP1. Наконец, YB-1 также стимулировал синтез PAR 
в контексте мононуклеосомы, однако относительная активность 
PARP1 в этом случае была меньшей, чем в случае свободной ДНК, 
которая использована в конструкции нуклеосомы [102], что может 
быть связано с влиянием гистонового кора, в особенности, гистонов 
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H3 и H4, которые также являются важными регуляторами активности 
PARP1 [100, 106].

YB-1 КАК СТИМУЛЯТОР АКТИВНОСТИ PARP1

На основании результатов, представленных в предыдущем разделе, 
возможно предположить существование определенного механизма 
влияния YB-1 на общий выход реакции поли(АДФ-рибозил)ирования. 
PARилирование молекул YB-1, изначально присутствующих в гете
ромерных комплексах с PARP1 и ДНК приводит к их быстрой диссо
циации из комплексов с активированным PARP1 и связыванию новых 
молекул YB-1, вновь выступающих в качестве эффективных акцеп
торов модификации. Повторяющиеся циклы связывания, PARили
рования и диссоциации модифицированного YB-1 могут существенно 
повышать число оборотов реакции синтеза PAR, тем самым, увеличи
вая его суммарный синтез [102]. Однако, остается не совсем понят
ным, почему в определенных условиях YB-1 способен не только 
служить эффективной мишенью PARилирования, но выраженно 
стимулировать автомодификацию PARP1 [97, 102], в то время как эти 
процессы кажутся конкурирующими (действительно, при большом 
избытке YB-1 мы наблюдали замедление автомодификации PARP1).
YB-1 стимулирует активность PARP1 в отсутствие ионов Mg2+ 

Повреждённая ДНК является эффективным кофактором PARP1 
только в присутствии дополнительных эффекторов, стимулирующих 
активность PARP1 [107]. Такими эффекторами служат катионы 
двухвалетных металлов [107], полиамины [107, 108] и ряд белков 
(гистоны H1, H3, H4 [107–112], HMGN1 [113] (pI = 9.6), DDB2 [114] 
(pI = 9.56) и Sam68 [115] (pI = 8.73)) [81]. Можно предположить, что 
действие перечисленных эффекторов направлено на стабилизацию 
PARP1 в каталитически активном комплексе с поврежденной ДНК. 
В случае Sam68 предполагается, что это реализуется через обра
зование тройного комплекса этих белков с ДНК [115]. Но в целом, 
наиболее вероятным механизмом действия положительно заряжен
ных агентов может быть «экранирование» через их связывание PAR, 
синтезируемого в ходе автомодификации PARP1. Особенностью 
белка YB-1 также является его необычно высокая изоэлектрическая 
точка (pI = 9.87). 
	 Ранее было показано, что ЭДТА препятствует активации PARP1 
ионами Mg2+ и Ca2+, в то время как полиамины и гистоны могут 
функционировать независимо от присутствия ЭДТА и стимулиро
вать активность PARP1 на три порядка эффективнее, чем ионы 
[107]. Мы показали, что, подобно гистонам и полиаминам, белок 
YB-1 может выступать в качестве эффективного активатора PARP1, 
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проявляющего синергизм с действием катионов Mg2+, независимо 
от присутствия ЭДТА, для чего необходим положительно заряжен
ный неупорядоченный C-концевой домен (CTD) YB-1 или его прок
симальная часть [97]. Интересно, что отдельно взятый CTD домен 
YB-1 способен стимулировать автомодификацию PARP1 и даже высту
пать в качестве мишени PARилирования [102]. Было также проведено 
сравнение эффектов, оказываемых YB-1, Mg2+, спермином, гистоном 
H1 и гистоновыми октамерами, на автомодификацию PARP1 [102].
	 Таким образом, стимуляция белком YB-1 синтеза PAR может обес
печиваться: 1) способностью YB-1 выступать в качестве эффектив
ного акцептора поли(АДФ-рибозы) и 2) повышением уровня автомо
дификации PARP1. Если первый механизм может быть реализован за 
счет образования тройного комплекса YB-1 и «трансPARилирования» 
YB-1 в этом комплексе, то для реализации второго механизма может 
иметь значение нековалентное связывание YB-1 с синтезируемой PAR 
как положительно заряженного белка, которое будет рассмотрено далее.

YB-1 стимулирует активность PARP1  
в присутствии ингибиторов этого фермента

PARP1, обеспечивающий регуляцию репарации ДНК, является одной 
из наиболее перспективных мишеней противоопухолевой терапии 
[116]. В качестве ингибиторов PARP1 применяются конкурентные 
аналоги НАД+, такие как 3-аминобензамид [117], а также используе
мый в клинической практике ингибитор олапариб, тоже обладающий 
способностью взаимодействовать с центром связывания НАД+ 
[118]. Также используются лиганды, взаимодействующие с малой 
бороздкой ДНК – группа веществ, интеркалирующих в ДНК, тем 
самым, препятствуя активации PARP1, например, бромистый этидий 
[119]. Проблема развития резистентности клеток опухоли к ингиби
торам PARP1 и способы её преодоления активно исследуются [120]. 
Поскольку YB-1 экспрессирован в опухолях, резистентных к химиоте
рапевтическому воздействию, то активация PARP1 этим белком может 
изменять эффективность терапии в случае применения ингибиторов 
PARP1 [1–3]. Поэтому исследование этого явления безусловно может 
иметь практическое значение.
	 Было установлено, что YB-1 способен поддерживать относительно 
высокие уровни синтеза PAR в реакционных смесях, содержащих 
низкие концентрации ингибиторов PARP1 – 3-аминобензамида, 
олапариба и бромистого этидия. Однако, YB-1 не оказывал влияния 
на активность PARP1 в присутствии высоких концентраций тех же 
ингибиторов [97]. Данный эффект можно объяснить зависимостью 
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стимуляции активности PARP1 с помощью YB-1 от синтеза полимера 
АДФ-рибозы, который блокируется ингибиторами PARP1. 

ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ БЕЛКОВ YB-1 И PARP1, ОПОСРЕДОВАННОЕ PAR

Было предположено, что динамическое взаимодействие PAR-свя
зывающих белков и поли(АДФ-рибозы) играет важную роль в 
клеточных процессах [92]. PAR-связывающие домены в белках могут 
быть как структурированными, так и неупорядоченными [92]. Для 
исследования роли синтезируемой PAR в реакции, катализируемой 
PARP1, на функциональные взаимодействия белков YB-1 и PARP1, 
был использован выделенный полимер [14]. 

Нековалентное связывание YB-1 с PAR и «реактивация» PARP1
Связывание YB-1 с PAR было показано ранее [18] и подтверждено 
нами (формирование комплексов YB-1–PAR наблюдалось даже в 
присутствии высокой концентрации ДНК) [14], что позволяет сделать 
вывод о сопоставимом с ДНК и, возможно, более высоком сродстве 
YB-1 к PAR.
	 Ранее было предположено, что PAR-связывающие белки могут 
препятствовать активности PARG, поскольку этому ферменту необ
ходима доступность гидролизуемого полимера [92, 121]. Действи
тельно, мы обнаружили, что добавление YB-1 к модифицированному 
PARP1 (после реакции автополи(АДФ-рибозил)ирования) выраженно 
ингибирует активность PARG, значительно продлевая время жизни 
PAR. Следует отметить, что, несмотря на присутствие ДНК в данном 
случае YB-1 также связывается с PAR, ковалентно присоединённой 
к PARP1 [14]. В совокупности, этот и предыдущий эксперименты, 
свидетельствуют о том, что на этапе элонгации большая часть молекул 
YB-1 диссоциирует из комплексов YB-1–ДНК и YB-1–PARP1–ДНК, 
связываясь с растущими цепями PAR и образуя сложные ансамбли, в 
которых YB-1 взаимодействует с PARP1 через комплексообразование 
с PAR, ковалентно присоединенным к PARP1.
	 Способность PAR конкурировать с одноцепочечной и двухцепо
чечной ДНК, а также РНК за связывание YB-1 была показана 
непосредственно с использованием препарата PAR, очищенной от 
ДНК [122]. Действительно, PAR является полимером, состоящим из 
мономеров АДФ-рибозы, то есть «третьей нуклеиновой кислотой», 
причем имеющей в два раза более высокий отрицательный заряд, чем 
ДНК и РНК, а также как линейную, так и разветвленную структуру, 
что создает возможности для такой конкуренции.
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	 Интересный эксперимент по «реактивации» автоPARилирован
ного и диссоциировавшего с ДНК PARP1 показал, что связывание 
YB-1 с PAR может стабилизировать каталитически активный комп
лекс PARP1 с ДНК в ходе элонгации [97]. Модификация YB-1 «реак
тивированным» PARP1 была достаточно слабой [97], свидетельствуя 
о том, что для эффективного PARилирования YB-1 необходимо его 
присутствие в начальном гетеромерном комплексе с PARP1 и ДНК, 
либо ограничение синтеза протяженных, в том числе разветвлённых, 
молекул PAR при автомодификации PARP1. Присутствие YB-1 в реак
ции как раз может служить препятствием для элонгации PAR в резуль
тате связывания с полимером PAR и укорочения его длины [102]. 

Влияние YB-1 на длину цепей PAR, синтезируемых PARP1
Сравнение размеров цепей поли(АДФ-рибозы), синтезируемых PARP1 
в отсутствие кофакторов, в присутствии Mg2+, в присутствии YB-1, 
а также при комбинации Mg2+ + YB-1, было произведено с исполь
зованием метода атомно-силовой микроскопии [102]. Средний размер 
молекулы автополи(АДФ-рибозил)ированного PARP1 в отсутствие 
кофакторов составил ~2028 нм2; в случае Mg2+-зависимого синтеза 
~7500 нм2; в присутствии одного YB-1 ~1556 нм2; при комбинации 
обоих кофакторов ~6650 нм2. Таким образом, в присутствии YB-1 
наблюдалось укорочение синтезируемых полимеров АДФ-рибозы, 
независимо от того, была ли автомодификация PARP1 Mg2+-зави
симой или нет [102]. Если сравнивать YB-1 и Mg2+ по влиянию на 
элонгацию цепей PAR, то можно заключить, что средний размер 
автомодифицированной молекулы PARP1 на выходе реакции PARили
рования, по меньшей мере, в 4.8 раз меньше в системе, содержащей 
YB-1 [102]. Использованный в качестве контроля фрагмент YB-1 без 
C-концевого домена не оказывал существенного влияния на длину 
синтезируемых полимеров [102].
	 Представленный результат очень интересен. Это хорошо согла
суется с тем, что YB-1 способен ингибировать активность PARG, 
поскольку как для активности PARG, так и для реакции элонгации 
PAR, катализируемой PARP1, необходима доступность полимера. 
Ограничение длины цепей PAR, ковалентно присоединенных к PARP1 
в присутствии YB-1 может приводить к тому, что при релокализации 
из комплексов с ДНК на растущий PAR, молекулы YB-1 тем не менее 
оказываются в непосредственной близости от активного центра 
фермента, по-прежнему, выступая в качестве эффективной мишени 
для модификации. 
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	 Остается вопрос, каким образом в таком случае осуществляется 
стимуляция автомодификации PARP1 в присутствии YB-1, если поли
меры АДФ-рибозы, присоединенные к PARP1, наоборот, становятся 
короче? Стимуляция, как показывают наши эксперименты, всегда 
связана с укорочением синтезируемого PAR, то же наблюдалось 
нами, например, в присутствии репликативного белка A (RPA) [123]. 
Возможно, что YB-1, связанный с PAR при автомодификации, тоже 
может быть PARилирован и диссоциировать из комплекса перед 
следующим циклом, увеличивая общие обороты синтеза PAR [102]. 
Одним из возможных вариантов может быть то, что при укорочении 
длины, может наблюдаться больше точек автомодификации на 
PARP1, при этом общая масса ковалентно присоединенной к PARP1 
PAR будет больше. Однако на настоящий момент мы не располагаем 
данными, которые могли бы подтвердить или опровергнуть это пред
положение. Также вероятно, что стимуляция автомодификации PARP1 
в присутствии YB-1 реализуется посредством иного механизма, чем 
экранирование отрицательного заряда PAR, присоединенных к PARP1 
(возможный механизм мы рассмотрим в следующем разделе). 

РОЛЬ YB-1 В РЕГУЛЯЦИИ PARP1 (МОДЕЛЬ)

На основании вышеизложенных результатов исследования функций 
белка YB-1 в системе PARилирования, катализируемого PARP1, 
можно предложить следующую упрощенную модель (рис. 3). На 
первом этапе формируется гетеродимер YB-1-PARP1 на поврежден
ной ДНК. При этом происходит поли(АДФ-рибозил)ирование обоих 
белков, причём YB-1 является преимущественной мишенью для 
модификации. После PARилирования, молекулы YB-1 диссоциируют 
из комплекса с PARP1 и ДНК и замещаются немодифицированным 
YB-1. Таким образом, YB-1 как дополнительный белковый акцептор, 
удаляет PAR – продукт реакции, что приводит к увеличению числа 
оборотов и стимуляции процесса (рис. 3, панель 1). При достижении 
полимером PAR на автомодифицированном PARP1 достаточной 
длины, взаимодействие YB-1 с PAR преобладает над формированием 
гетеромерных комплексов YB-1-PARP1 на ДНК (рис. 3, панель 2). 
Связываясь с молекулами PAR, ковалентно присоединенными к PARP1, 
YB-1 препятствует элонгации цепей и их деградации ферментом 
PARG (рис. 3, панель 3). Ограничение на длину синтезируемой PAR 
позволяет приходящим из раствора молекулам YB-1 локализоваться 
вблизи активного центра PARP1, подвергаться PARилированию, мно
гократно повторяя цикл ассоциации-модификации-диссоциации. 
Выступая в качестве эффективного акцептора PARилирования, YB-1 
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Рис. 3. YB-1 в регуляции активности PARP1: общая схема. 
	 1 – формирование гетеродимера YB-1–PARP1 на поврежденной ДНК. 
	 2 – связывание молекул YB-1 с PAR. При достижении полимером достаточ
ной длины, взаимодействие с PAR преобладает над формированием гетеромер
ных комплексов YB-1–PARP1 на ДНК.
	 3 – связываясь с PAR, ковалентно присоединенными к PARP1, YB-1 препят
ствует элонгации цепей и их деградации ферментом PARG. 
	 4 – возможный механизм стимуляции автомодификации PARP1 белком YB-1.



Е. Э. Алемасова и соавт.84

повышает число оборотов реакции, катализируемой PARP1, и в нес
колько раз увеличивает выход реакции поли(АДФ-рибозил)ирования.
	 Наблюдение за процессом поли(АДФ-рибозил)ирования PARP1 и 
YB-1 в режиме реального времени (см. раздел Взаимодействия YB-1 и 
PARP1 в гетеродимере), позволяет предположить, что в присутствии 
YB-1 активная молекула PARP1 более продолжительное время остаётся 
связанной с ДНК, то есть в каталитически активной конформации. 
Возможно, что при цис-автомодификации PARP1 YB-1, связываясь с 
растущими цепями PAR, экранирует отрицательный заряд полимера и 
тем самым способствует «задержке» на ДНК автомодифицированной 
молекулы PARP1 (см. раздел Нековалентное связывание YB-1 с PAR 
и «реактивация» PARP1). Ограничение на длину синтезируемых 
молекул PAR, в совокупности со стабилизацией каталитически актив
ного комплекса PARP1 с ДНК могут способствовать связыванию 
вблизи активного центра PARP1 и транс-модификации различных 
PAR-связывающих белков, не только YB-1. В частности, можно 
предположить, что этот механизм лежит в основе стимуляции белком 
YB-1 автомодификации PARP1, конкретно – транс-автомодификации 
субъединиц фермента (следует отметить, что экспериментально 
сложно различить цис- и транс-автомодифицированные молекулы 
PARP1) (рис. 3, панель 4). 

V. РОЛЬ РНК-СВЯЗЫВАЮЩИХ БЕЛКОВ 
 В РЕГУЛЯЦИИ ПОЛИ(АДФ-РИБОЗИЛ)ИРОВАНИЯ

Процесс поли(АДФ-рибозил)ирования, катализируемый в клетках, в 
основном, ферментом PARP1, выполняет уникальные регуляторные 
функции в ходе клеточного ответа на повреждение ДНК. Согласно 
современным представлениям, синтез РНК-подобного полимера 
АДФ-рибозы в сайте повреждения ДНК, катализируемый PARP1, 
локально изменяет физические свойства нуклеоплазмы, способствуя 
динамичной компартментализации клеточных процессов без участия 
мембран [31]. Важную роль в этом процессе играют РНК-связываю
щие белки (RBPs) [31]. Последние привлекают всё большее внимание 
исследователей как возможные участники поддержания стабильности 
генома [124].
	 Большая часть РНК-клетки ассоциирована с RBPs в форме RNP-
комплексов (рибонуклеопротеидных), нарушения в формировании 
которых приводят к различным заболеваниям [125, 126]. Взаимодей
ствие с RBPs необходимо для регуляции метаболизма РНК на всех 
этапах – от биогенеза до деградации, и РНК-связывающие белки 
выполняют ключевые функции в таких процессах, как сплайсинг 
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пре-мРНК [127], полиаденилирование [128], экспорт в цитоплазму 
[129] и трансляция [130]. Также RBPs участвуют в процессинге 
некодирующих РНК – микроРНК (miРНК) [131], циклических РНК 
(circРНК) [132], длинных некодирующих РНК (lncРНК) [133].
	 На настоящий момент идентифицировано порядка 1500 RBPs 
[134, 135]. Большинство из них имеют модульное строение, при кото
ром разнообразие распознаваемых последовательностей РНК дости
гается за счет различных комбинаций всего нескольких основных 
РНК-связывающих доменов (RBDs) [136, 137].
	 Отдельные RBDs связывают, как правило, короткие последова
тельности и обладают низким сродством к РНК, однако, организация 
поверхности взаимодействия из множественных модулей позволяет 
достичь высокой аффинности и специфичности к РНК-мишени. Благо
даря модульной структуре РНК-связывающих белков, становится воз
можным распознавание последовательностей, принадлежащих разным 
молекулам РНК [136]. Помимо классических RBDs, важнейшую роль 
в распознавании РНК-белками играют неупорядоченные последо
вательности (IDPRs), которых в РНК-связывающих белках сущест
венно больше, чем в среднем по протеому [137, 138]. Так, около 20% 
белков млекопитающих, идентифицированных как RBP, содержат 
более чем 80% неупорядоченных доменов [139]. Неупорядоченные 
последовательности состоят из повторов аргинина/серина (RS‑box), 
аргинина/глицина (RGG-box), участков, богатых аргинином/лизином 
или глицином (основные участки R/K и G-богатые домены), и дру
гих коротких линейных мотивов (QGSY-богатые домены). Как 
и классические RBD, участки с неупорядоченной структурой в 
РНК-связывающих белках организованы в виде модулей, повторяю
щихся неслучайным образом в пределах аминокислотной после
довательности, и в некоторых случаях могут комбинироваться с 
глобулярными доменами [137, 139].
	 Для неупорядоченных последовательностей RBPs помимо способ
ности связывать РНК была показана способность связывать PAR [80]. 
В системе in vitro было установлено, что многие RBPs, содержащие 
неупорядоченные домены склонны к агрегации с образованием 
динамических немембранных компартментов: TDP-43 [140, 141], 
hnRNPA1 [140], FUS (TLS) [31], EWS (EWSR1) [31], TAF15 [31]. 
Размер таких агрегатов увеличивался с уменьшением концентрации 
соли (NaCl, 25–300 мМ) и увеличением концентрации рекомбинант
ного белка. Очищенная PAR, добавленная к такой системе в увели
чивающейся концентрации, стимулирует образование белковых 
агрегатов дозозависимым образом.
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	 На клеточном уровне было показано, что локализация RBPs 
(например, FUS (TLS) [31], EWS (EWSR1) [31] и TAF15 [31]) в сайтах 
геномных повреждений индуцируется синтезом PAR. В работе [31] 
было показано, что сборка мультибелковых комплексов репарации 
вблизи повреждений ДНК может происходить по механизму фазо
вого разделения, при котором формирование «репаросомного» 
компартмента способствует также удержанию в непосредственной 
близости концов разрыва ДНК, одновременно защищая их от гид
ролиза нуклеазами. Для белка FUS (TLS) механизм образования 
белковых компартментов был детально исследован в системе in 
vitro методом атомно-силовой микроскопии [93]. Активируясь на 
поврежденной ДНК, PARP1 синтезирует полимер АДФ-рибозы, 
ковалентно присоединенный к самой полимеразе, тем самым инду
цируя FUS-ассоциированную агрегацию. В результате образуется 
компартмент, содержащий поли(АДФ-рибозил)ированный PARP1 и 
поврежденную ДНК. Для объяснения роли эффекта компартментали
зации была выдвинута гипотеза, что в присутствии PAR происходит 
агрегация структурно неупорядоченных белков, что способствует 
привлечению ферментов репарации в компартмент, тем самым 
увеличивая концентрацию белков-участников в месте повреждения, 
способствуя эффективному протеканию процесса репарации [94]. 
Любопытно, что было обнаружено повышенное концентрирование 
именно повреждённой ДНК в таких компартментах [93].
	 Компартментализация с участием РНК-связывающих белков, 
индуцируемая синтезом поли(АДФ-рибозы) в месте повреждения 
в большинстве работ описывается как основной механизм влияния 
на активность PARP1 [142, 143]. Информация по альтернативному 
влиянию РНК-связывающих белков на процесс поли(АДФ-рибо
зил)ирования очень ограничена. В 2016 году был идентифицирован 
белок Sam68 (Src-ассоциированный антиген митоза массой 68 кДа) 
как фактор, регулирующий синтез поли(АДФ-рибозы) в ответ на 
повреждение ДНК [115]. Sam68 взаимодействует с PARP1 и локали
зуется в районе сайтов повреждения ДНК независимо от активности 
PARP1, поскольку обработка клеток ингибитором PARP–PJ‑34 – не 
влияет на взаимодействие Sam68-PARP1-поврежденная ДНК. Этот 
факт позволяет предположить, что привлечение Sam68 к участ
кам повреждения ДНК не зависит от синтеза поли(АДФ-рибозы) 
в месте повреждения [115]. Однако, Sam68 значительно стиму
лирует активность PARP1 в присутствии поврежденной ДНК, а 
делеция Sam68, как дефицит или ингибирование PARP1, приводит 
к нарушению репарации ДНК [115].
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VI. ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В настоящем обзоре мы рассмотрели разнообразные функции и 
потенциальные механизмы участия классического РНК-связываю
щего белка YB-1 в регуляции активности PARP1 на основе ранее 
полученных результатов. Особое внимание было направлено на 
установление механизмов стимуляции процесса поли(АДФ-рибо
зил)ирования белком YB-1. Во многом этот интерес был обусловлен 
отсутствием соответствующих примеров в имеющейся литературе 
[82]. Результаты многочисленных экспериментов, описанных в пре
дыдущих разделах, были опубликованы в серии работ 2015–2020 гг., 
посвящённых различным аспектам функциональных взаимодействий 
белков YB-1 и PARP1 [14, 25, 81, 97, 102, 122] однако исследование 
роли YB-1 в системе PARилирования продолжается. На основании 
имеющихся данных была предложена следующая модель участия 
YB-1 в регуляции активности PARP1 (рис. 3).
	 Детальное понимание путей регуляции PARP1, и особенно, его 
стимуляции внутриклеточными эффекторами, имеет важнейшее зна
чение для PARP1-направленной терапии и разработки ингибиторов 
этого важнейшего фермента млекопитающих. Мы полагаем, что 
механизмы стимуляции PARP1, подобные обнаруженному нами для 
YB-1, могут иметь место и в случае других РНК (PAR)-связывающих 
белков.
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