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Контролируемый доступ к ДНК в составе хроматина, необходимый для экспрессии ге-
нов, обеспечивается регуляторными факторами – такими, как белковый комплекс 
FACT. Как установлено ранее, дрожжевой FACT (yFACT) в присутствии белка Nhp6 
осуществляет АТФ-независимое обратимое разворачивание нуклеосом, механизм кото-
рого требует детального изучения. В настоящей работе с целью изучения механизма раз-
ворачивания нуклеосом исследовано, достаточно ли одной молекулы Nhp6 для раскру-
чивания нуклеосомной ДНК фактором yFACT или реорганизация структуры 
нуклеосомы требует совместного действия yFACT и нескольких молекул Nhp6. Исследо-
вания, проведенные методом электрофореза в нативных условиях, показали, что yFACT 
может связывать не менее трех молекул Nhp6. С помощью микроскопии одиночных ча-
стиц на основе Ферстеровского резонансного переноса энергии установлено, что при 
увеличении соотношения yFACT:Nhp6 с 1:10 до 1:1 при постоянной концентрации Nhp6 
способность yFACT разворачивать нуклеосомы не повышается, а снижается. Следова-
тельно, для разворачивания нуклеосом необходимо связывание более одной молекулы 
Nhp6 в комплексе нуклеосома:yFACT:Nhp6. Полученные данные уточняют существую-
щие представления о реорганизации структуры нуклеосом фактором yFACT.
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Ядро эукариотических организмов – это ком-
партмент клетки, где расположен хроматин – 
сложный ДНК-белковый комплекс со многими 
уровнями структурной упаковки ДНК, которая 
осуществляется с помощью гистонов, а также дру-
гих регуляторных и архитектурных белков. Функ-
ционально ремоделирование хроматина необхо-
димо для предоставления доступа к ДНК 
ферментам, обеспечивающим транскрипцию.

Как правило, ремоделирующие хроматин бел-
ковые комплексы, к которым относятся семейства 
ISWI, CHD, SWI/SNF и INO80, являются АТФ-
зависимыми [1]. Однако недавно был обнаружен 
уникальный АТФ-независимый ремоделер нукле-
осом – дрожжевой шаперон гистонов FACT 
(yFACT) [2].

Белковые комплексы FACT дрожжей, челове-
ка и растений играют важную роль в поддержании 
и изменении структуры хроматина. Они вовлече-
ны во многие клеточные процессы, такие как ре-
пликация, репарация и рекомбинация ДНК, 
транскрипция, поддержание функции центромер 

и канцерогенез [3, 4]. FACT человека (hFACT) яв-
ляется одной из мишеней для антираковых препа-
ратов [5–7]. 

hFACT и yFACT являются гетеродимерами. 
hFACT состоит из субъединиц Spt16 (suppressor of 
Ty16) и SSRP1 (structure specific recognition 
protein  1) [8]. yFACT состоит из двух белков – 
Spt16 и  Pob3 (Pol l binding protein 3), но для его 
функциональной активности требуется ДНК-свя-
зывающий белок Nhp6 (Non histone protein 6) (ри-
сунок, А). Установлено, что Nhp6 и yFACT по от-
дельности практически не влияют на структуру 
нуклеосом, однако при совместном воздействии 
обратимо разворачивают нуклеосомную ДНК без 
потери гистонов [2].

В настоящей работе с целью изучения меха-
низма разворачивания нуклеосом исследовано, 
достаточно ли одной молекулы Nhp6 для раскру-
чивания нуклеосомной ДНК фактором yFACT 
или реорганизация структуры нуклеосомы требует 
совместного действия yFACT и нескольких моле-
кул Nhp6. 
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Рисунок. Определение эффективности разворачивания нуклеосом при различных соотношениях FACT:Nhp6. (А) Схема строе-
ния дрожжевого комплекса FACT и Nhp6. N – N-концевой домен, D – димеризационный домен, М – медиальный домен,  
N/D – N-концевой димеризационный домен, HMG-BOX – HMGB-домен белка Nhp6. (Б) Схема ДНК-матрицы. Овал – поло-
жение нуклеосом-позиционирующей последовательности ДНК. Зеленые кружки – положения метки Су3 на ДНК-матрице, 
красные кружки – положения метки Су5. (В) Схема структуры нуклеосом N13/91 и N35/112 с расположением меток Су3 и Су5. 
(Г) Образование комплексов FACT:Nhp6 при различных концентрациях Nhp6 по данным электрофореза в полиакриламидном 
геле. Концентрация FACT – 0,133 мкМ. Концентрация Nhp6 (слева направо) – 0,4, 0,67, 1,33, 2,67 мкМ. (Д, Е) Частотные рас-
пределения нуклеосом N13/91 и N35/112 по эффективности FRET (K) при различных молярных соотношениях FACT:Nhp6.  
Левый пик соответствует развернутым, а правый – интактным нуклеосомам. Профили усреднены по трем независимым измере-
ниям. (Ж) Гистограммы относительного содержания развернутых нуклеосом (нуклеосом с низкой эффективностью FRET) в об-
разцах N13/91 и N35/112 в комплексах с FACT и Nhp6 при различных молярных соотношениях FACT:Nhp6. Приведены средние 
значения ± ошибка среднего.
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РОЛЬ БЕЛКА NHP6 В РАЗВОРАЧИВАНИИ НУКЛЕОСОМ ФАКТОРОМ FACT

Материалы и методы
Получение ДНК-матрицы. Нуклеосом-пози-

ционирующую последовательность s603 [9] ам-
плифицировали методом полимеразной цепной 
реакции (ПЦР) с плазмиды pGEM 3zf(+), ис-
пользуя флуоресцентно-меченые олигонуклеоти-
ды (Люмипроб, Россия) с различным положени-
ем флуоресцентных меток. Для получения 
ДНК-матрицы N35/112 с  метками в положениях 
35 и  112 п.н. от начала последовательности s603 
использовали олигонуклеотиды:

Fw 5′–ACCCCAGGGACTTGAAGTAATAAGGA
CGGAGGGCC[Cy3-dT]CTTTCAACATCGAT-3′,

Rev 5′–CAAGCGACACCGGCACTGGGCCCG
GTTCGCGCTCCCTCCTTCCGTGTGTTGTCG

[Cy5-dT]CTCT-3′.

Для получения ДНК-матрицы N13/91 с мет-
ками в положениях 35 и 112 п.н. от начала  
последовательности s603 использовали олиго-
нуклеотиды:

Fw 5’– AAGCGACACCGGCACTGGGCCCGG
TTCGCGC[Cy3-dT]CCCGCCTTCCGTGTGTT

GTCGTCTCTCGGGCGT-3′,

Rev 5′– ACCCCAGGGACTTGAAGTAATAAG
GACGGAGGGCCTCTTTCAACATCGATGCA

CGG[Cy5-dT]GGTTAG-3′.

ДНК-матрица s603 имеет следующую после-
довательность:

5′–CCCAGTTCGCGCGCCCACCTACCGTGT
GAAGTCGTCACTCGGGCTTCTAAGTACGC
TTAGCGCACGGTAGAGCGCAATCCAAGG
CTAACCACCGTGCATCGATGTTGAAAGAG
GCCCTCCGTCCTTATTACTTCAAGTCCCT

GGGGT-3′.

Продукты ПЦР анализировали методом элек-
трофореза в 2%-ном агарозном геле в буфере 0,5× 
ТВЕ (89 мМ Трис, 89 мМ борная кислота, 2 мМ 
ЭДТА) с окрашиванием бромистым этидием. 
ДНК-фрагменты очищали с использованием на-
бора реагентов Gel Extraction Kit (Sigma, США) по 
протоколу производителя. Концентрацию очи-
щенной ДНК измеряли спектрофотометрически 
при длине волны 260 нм.

Получение нуклеосом. Для сборки нуклеосом 
на ДНК-матрице использовали хроматин без ги-
стона Н1 из эритроцитов цыплят в соотношении 
по массе ДНК/хроматин 1/4. Нуклеосомы собира-
ли по протоколу, описанному ранее [10], в ходе 
диализа в буферах состава 10 мМ Трис-HCl (pH 
7,5), 0,1% NP-40, 0,2 мМ ЭДТА, 5 мМ бета-мер-
каптоэтанол с различной концентрацией NaCl: 
в  первом растворе (1 М NaCl) диализ проходил 1 
ч, во втором растворе (0,75 М NaCl) – 1 ч, в тре-

тьем растворе (0,5 М NaCl) – 2,5 ч, в четвертом 
растворе (0,01 М NaCl) – 15 ч. Эффективность 
сборки нуклеосом определяли путем разделения 
ДНК-белковых комплексов с помощью электро-
фореза в 4%-ном полиакриламидном геле (ПААГ) 
в 0,5× ТВЕ в нативных условиях.

Очистка нуклеосом. Префорез проводили 
в  4,5%-ном ПААГ при напряжении 200 В в тече-
ние 2 ч в буфере НЕ (10 мМ HEPES-NaOH, pH 
8,0, 0,2 мМ EDTA), заменяли буфер на свежий 
и  повторяли префорез еще 30 мин. На гель  
наносили пробу с нуклеосомами, смешанную  
с 10%-ной сахарозой, и проводили электрофорез 
2–2,5 ч при силе тока 5 мА при температуре 4 °C. 
Положение мононуклеосом в геле определяли по 
флуоресценции Су3 с помощью сканера Typhoon 
(GE Healthcare, США).

Полосу геля с нуклеосомами вырезали, из-
мельчали и добавляли НЕ/BSA-буфер (10 мМ 
HEPES-NaOH, pH 8,0, 0,2 мМ ЭДТА, 200 мг/мл 
бычьего сывороточного альбумина) в объемном 
соотношении: буфер/гель = 1,1/1. Пробу инкуби-
ровали 15 ч при +4 °C, добавляли еще 50–100 мкл 
НЕ/BSA-буфера, осаждали гель центрифугирова-
нием и отбирали буфер с нуклеосомами. Нуклео-
сомы хранили при температуре 4 °C. Качество ну-
клеосом после очистки определяли с помощью 
электрофореза в 4%-ном ПААГ в 0,5× ТВЕ в на-
тивных условиях.

Формирование комплексов нуклеосом с Nhp6 
и  yFACT. К нуклеосомам (концентрация ~ 
0,5  нМ) добавляли Nhp6 (1,33 мкМ), yFACT 
(0,133 или 1,33 мкМ) и инкубировали 10 мин при 
30  °С в буфере (17 мМ HEPES, 2 мМ Tris-HCl, 
0,8  мМ Na3EDTA, 0,11 мМ β-меркаптоэтанол, 
150 мМ KCl, 11 мМ NaCl, 1,1% глицерина, 12% 
сахарозы).

spFRET-микроскопия. Измерения выполняли 
с  использованием лазерного сканирующего кон-
фокального микроскопа LSM710-Confocor3 
(Zeiss, Германия) с 40-кратным водоиммерсион-
ным объективом C-Apochromat (числовая апер-
тура 1,2) в  12-луночной силиконовой камере 
(Ibidi GmbH, Германия), закрепленной на по-
кровном стекле. Флуоресценцию возбуждали 
Ar+-ионным лазером (514,5 нм, 2 мкВт на образ-
це под объективом) и регистрировали с помощью 
лавинных фотодиодов в диапазонах 530–635 нм 
(Су3) и 635–800 нм (Су5). Каждый образец изме-
ряли в  течение 15  мин; были проанализированы 
1000–6000 частиц. Величины интенсивности 
флуоресценции Cy3 и Cy5, измеренные для каж-
дой нуклеосомы, пересчитывали в эффектив-
ность FRET (К), как описано ранее [11]. Выборку 
значений эффективности FRET представляли 
в  виде гистограммы относительной частоты рас-
пределения нуклеосом по величине К, а наблю-
даемые два конформационных состояния описы-
вали в виде суперпозиции двух полос Гауссовой 
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формы. Доли нуклеосом в различных состояниях 
оценивались как площади под соответствующи-
ми гауссовыми пиками, нормализованные на об-
щую площадь под графиком.

Электрофорез комплексов yFACT c Nhp6. Бел-
ковый комплекс yFACT (0,133 мкМ) смешивали 
с Nhp6 в концентрации 0,4–2,66 мкМ, инкубиро-
вали 10 мин при 30 °С в буфере (17 мМ HEPES, 
2  мМ Tris-HCl, 0,8 мМ Na3EDTA, 0,11 мМ 
β-меркаптоэтанол, 150 мМ KCl, 11 мМ NaCl, 1,1% 
глицерина, 12% сахарозы). Пробы анализировали 
с помощью электрофореза в 4%-ном ПААГ с соот-
ношением акриламида к бисакриламиду 39:1 в на-
тивных условиях (электродный буфер 0,5× ТВЕ) 
при +4 °С. Гели окрашивали серебром по стан-
дартной методике.

Результаты и обсуждение
При разворачивании нуклеосом белковым 

комплексом yFACT в реакции участвуют три 
компонента: нуклеосомы, yFACT и Nhp6. Из-
вестно, что yFACT не взаимодействует с нуклео-
сомой при отсутствии Nhp6 [2]. С использовани-
ем криоэлектронной микроскопии показано, что 
при образовании комплекса yFACT-Nhp6-
нуклеосома yFACT связывается с нуклеосомой 
в соотношении 1:1 [12]. Установлено, что связы-
вание Nhp6 с нуклеосомной ДНК происходит 
в области малой бороздки и не зависит от нуклео- 
тидной последовательности, а количество моле-
кул Nhp6 в  комплексе с нуклеосомой может до-
стигать восьми [13]. Было показано, что струк-
турные перестройки в нуклеосоме в комплексе 
с  yFACT, регистрируемые как увеличение рас-
щепления нуклеосомной ДНК ДНКазой I, тре-
буют десятикратного избытка Nhp6, но характер 
этих перестроек не был установлен и предпола-
гается локальным [13]. В свою очередь масштаб-
ная реорганизация структуры нуклеосом под 
действием yFACT была обнаружена методом 
spFRET-микроскопии при молярном избытке 
Nhp6 и  yFACT над нуклеосомами соответствен-
но в 1300 и 130 раз [2]. Такой избыток белков по 
отношению к нуклеосомам был вызван, в пер-
вую очередь, необходимостью сместить равнове-
сие в сторону образования комплексов при низ-
кой концентрации нуклеосом (около 1 нМ), 
требуемой для измерения сигналов одиночных 
нуклеосом. Остается неясным, необходимы ли 
несколько молекул Nhp6 в комплексе с нуклео-
сомой для того, чтобы одна молекула yFACT, 
связываясь с  таким комплексом, могла осуще-
ствить масштабную реорганизацию структуры 
нуклеосомы.

Для ответа на этот вопрос нами изучено вза-
имодействие yFACT c Nhp6 и проведено иссле-
дование влияния молярного соотношения 
yFACT:Nhp6 на реорганизацию структуры нукле-
осом. Исследования проводили с использовани-

ем мононуклеосом с одним линкерным участком 
ДНК длиной 20 п.н., в которых флуоресцентные 
метки располагались на соседних супервитках 
нуклеосомной ДНК вблизи входа ДНК в нуклео-
сому (N13/91) или на большом расстоянии от 
входа/выхода ДНК из нуклеосомы (N35/112) 
(рисунок, Б, В). Положения меток были подо-
браны так, чтобы обеспечить эффективный 
FRET и не нарушить ДНК-гистоновые взаимо-
действия в нуклеосоме [2, 11].

Методом электрофореза в нативных услови-
ях подтверждена обнаруженная ранее [13] спо-
собность Nhp6 образовывать комплексы с yFACT 
в  растворе (рисунок, Г). Установлено, что под-
вижность образующихся комплексов уменьшает-
ся по  мере увеличения молярного соотношения 
Nhp6:yFACT (рисунок, Г). Поскольку молеку-
лярная масса Nhp6 (10 кДа) существенно мень-
ше массы yFACT, то изменение подвижности 
yFACT в геле при присоединении Nhp6 обуслов-
лено, скорее всего, изменением формы yFACT 
в комплексе и/или изменением заряда комплекса 
(Nhp6 – катионный белок, в гель при используе-
мой полярности во время электрофореза не вхо-
дит), а не возрастанием молекулярной массы 
комплекса.

Анализ зависимости положения полосы ком-
плексов Nhp6 с yFACT на электрофореграмме от 
молярного соотношения белков позволяет пред-
положить, что yFACT может связывать не менее 
трех молекул Nhp6. Если способность связывать-
ся с несколькими молекулами Nhp6 сохраняется 
и  в  составе комплекса yFACT с нуклеосомами, 
то это может быть важным условием для эффек-
тивной масштабной реорганизации структуры 
нуклеосом.

Согласно данным spFRET-микроскопии 
у  свободных нуклеосом в растворе домини- 
рует субпопуляция с высокой эффективностью 
FRET, т.е. с близким расположением соседних 
супервитков ДНК на октамере гистонов в обла-
сти 13/91 и 35/112 п.н. (рисунок, Д, Е). В согла-
сии с ранее полученными данными [2] yFACT 
в  присутствии десятикратного избытка Nhp6 
разворачивает нуклеосомы (рисунок, Д, Е). В это 
разворачивание вовлечена значительная часть 
нуклеосомной ДНК, поскольку структурные из-
менения происходят как вблизи входа ДНК в ну-
клеосому (рисунок, Д), так и вдали от него  
(рисунок, Е).

В условиях проведенных экспериментов обра-
зование комплексов нуклеосома: yFACT:Nhp6 
при молярном соотношении yFACT:Nhp6 1:10 со-
провождается появлением значительной субпопу-
ляции нуклеосом с развернутой нуклеосомной 
ДНК (пик с максимумом K~0,0; рисунок, Д, Е). 
Доли развернутых нуклеосом N13/91 и N35/112 
в этом случае составляют 65% и 55% соответствен-
но (рисунок, Ж).
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При десятикратном увеличении концентра-
ции yFACT в смеси с нуклеосомами и Nhp6 (т.е. 
при увеличении соотношения yFACT:Nhp6 до 1:1) 
обнаружено достоверное (p<0,05) снижение доли 
развернутых нуклеосом N13/91 и N35/112 до 55% 
и 47% соответственно (рисунок, Д–Ж). Очевидно, 
что при таких условиях в растворе доминируют 
комплексы yFACT:Nhp6 стехиометрии 1:1, а чис-
ло молекул Nhp6, связанных с одной нуклеосо-
мой, снижается. Следовательно, одной молекулы 
Nhp6 в комплексе нуклеосома:yFACT:Nhp6 недо-
статочно для разворачивания нуклеосом, иначе 
наблюдалось бы увеличение доли развернутых ну-
клеосом, а не снижение. Снижение доли развер-
нутых нуклеосом имеет ограниченный характер, 
что может объясняться более высокой аффинно-
стью Nhp6 к нуклеосомам, чем к yFACT в раство-
ре, позволяющей сохранить во многих комплексах 
необходимое для разворачивания количество мо-
лекул Nhp6.

Основные данные по реорганизации струк-
туры нуклеосом фактором yFACT могут быть 

суммированы следующим образом: 1) Nhp6 свя-
зывается с нуклеосомами [13], но не способен 
самостоятельно изменять их структуру [2]; 
2) один белковый комплекс уFACT (т.е. один ди-
мер Spt16/Pob3) способен развернуть нуклеосо-
му [12], но связывание уFACT с нуклеосомами 
невозможно в  отсутствии Nhp6 [2]; 3) yFACT  
может взаимодействовать с несколькими мо-
лекулами Nhp6; 4)  для разворачивания нуклео-
сом фактором yFACT требуется несколько  
молекул Nhp6 в  комплексе нуклеосома: 
yFACT:Nhp6.
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The accessibility of DNA is important for the regulation of gene expression and provided by 
regulatory factors, such as FACT protein complex. As it was shown before, in the presence of 
Nhp6 protein, yeast FACT (yFACT) induces ATP-independent reversible unfolding of 
nucleosome, but the detailed mechanism of this process is unknown. In this study, we 
investigated whether presence of single Nhp6 molecule is sufficient for the unwinding of 
nucleosomal DNA by the yFACT factor, or whether the reorganization of the nucleosome 
structure requires the combined action of yFACT and several Nhp6 molecules. Analysis of the 
protein complex in the absence of nucleosomes by native gel electrophoresis has shown that 
yFACT itself can bind at least three Nhp6 molecules. Using single particle microscopy based on 
the Foerster resonance energy transfer, it is shown that with an increase in the ratio 
yFACT:Nhp6 from 1:10 to 1:1 at a constant concentration of Nhp6, the ability of yFACT to 
unfold nucleosomes does not increase, but decreases. Therefore, the unfolding of the 
nucleosome requires the binding of more than one Nhp6 molecule in the complex 
nucleosome:yFACT:Nhp6. The obtained data clarify the existing model of the reorganization of 
nucleosome structure by yFACT.
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