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Хроматин эукариот представляет собой высокоорганизованную и динамичную струк-
туру, состоящую из ДНК и ассоциированных белков. Эти белки обеспечивают точную 
регуляцию ключевых процессов, включая экспрессию генов, репликацию и репарацию 
ДНК. Важнейшими регуляторами архитектуры хроматина из негистоновых белков, яв-
ляются p53 и PARP1, которые участвуют в ответе клетки на повреждения ДНК. В на-
стоящей работе проведено исследование кооперативного и конкурентного связывания 
ДНК-связывающего домена (DBD, DNA-Binding Domain) белка p53, и фермента 
PARP1 с мононуклеосомами, реконструированными на основе последовательности 
Widom 603 с  встроенным сайтом связывания p53. Для детекции взаимодействий ис-
пользован метод электрофоретического сдвига подвижности (EMSA, Electrophoretic 
Mobility Shift Assay) с  флуоресцентно меченными нуклеосомами. Комплексы форми-
ровали двумя способами: предварительно инкубировали нуклеосомы с p53 DBD и за-
тем добавляли PARP1, либо сначала получали комплекс нуклеосома–PARP1 и затем 
вносили p53 DBD. Результаты показали, что порядок добавления белков определяет 
характер их взаимодействия с нуклеосомой: при низких концентрациях p53 наблюда-
ется вытеснение этого белка PARP1, тогда как при повышении концентрации p53 фор-
мируются стабильные комплексы нуклеосома–p53, не нарушенные белком PARP1. 
Стабильных тройных комплексов нуклеосома–p53–PARP1 не обнаружено.
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Введение
В эукариотических клетках хроматин образует 

динамичную и сложно устроенную систему, вклю-
чающую ДНК и взаимодействующие с ней белки. 
Архитектура хроматина крайне динамична: она 
постоянно подвергается ремоделированию, что 
необходимо для регуляции экспрессии генов, ре-
пликации и репарации ДНК [1]. К ключевым бел-
кам хроматина относят гистоны и негистоновые 
белки. Гистоны – это высококонсервативные бел-
ки, ответственные за формирование базовой по-
вторяющейся единицы хроматина – нуклеосомы. 
Она состоит из примерно 147 пар оснований, 
и  гистонового октамера, который содержит два 
димера H2A/H2B и тетрамер H3/H4 [2, 3]. Между 
собой нуклеосомы соединены свободной линкер-
ной ДНК, с которой могут связываться линкерные 
гистоны H1-типа, способствуя формированию 
структур более высокого порядка. Дальнейшая 

компактизация хроматина обеспечивается плот-
ной упаковкой рядов нуклеосом [4].

Существует два основных состояния хрома-
тина: эухроматин – менее конденсированный 
транскрипционно активный материал и гетеро- 
хроматин – плотно конденсированный и обычно 
транскрипционно менее актиный [5]. Организа-
ция хроматина и его динамическое состояние 
связаны с различными факторами, такими как: 
модификации гистонов и ДНК, вариантные фор-
мы гистонов, а также взаимодействиями с ним 
различных белков и белковых комплексов. Эти 
условия влияют на доступность хроматина для 
ремоделирующих и регуляторных белков в ответ 
на клеточные сигналы или повреждение ДНК [6]. 
Нарушение структуры хроматина может приве-
сти к аберрантной экспрессии генов и связано 
с  различными заболеваниями, включая онкоза-
болевания.
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PARP1 известен прежде всего как белок, де-
тектирующий разрывы ДНК (включая одно- 
и двуцепочечные). Его активация приводит к при-
влечению репарационного комплекса через 
механизм, опосредованный поли(АДФ-рибозили- 
рованием) (PAR, Poly(ADP-ribosyl)ation) [7, 8]. 
Помимо этого, PARP1 способен регулировать ар-
хитектуру и динамику хроматина. PARP1 спосо-
бен предотвращать деметилирование H3K4me3 
путем связывания с промоторами ряда генов, та-
ких как TMSL8, SCN1A, NELL2, ITPR1, а также 
прямого связывания с деметилазой KDM5B [9]. 
Каталитическая активность PARP1 приводит 
к вытеснению деметилазы KDM5B из хроматина, 
что способствует поддержанию транскрипционно 
активного состояния хроматина за счет сохране-
ния активирующих гистоновых меток. Данные 
о  воздействии PARP1 на организацию хроматина 
противоречивы. Взаимодействуя с нуклеосомами, 
PARP1 вызывает структурные изменения хрома-
тина, модулируя его пространственную организа-
цию. Этот процесс может приводить к конденса-
ции и инактивации хроматина, что, вероятно, 
играет ключевую роль в обеспечении репарации 
ДНК при повреждениях [10]. Однако в других  
случаях PARP1 проявляет противоположный эф-
фект – его взаимодействие с хроматином приво-
дит к удалению линкерного гистона H1, сни- 
жению плотности упаковки ДНК и облегчению 
транскрипционного процесса [11, 12]. Эти данные 
указывают на способность PARP1 функциониро-
вать в качестве активатора хроматина. В  целом, 
наблюдаемые эффекты зависят от каталитической 
активности PARP1, эпигенетического ландшафта 
и взаимодействия с другими регуляторными си-
стемами. Ранее было показано, что PARP1 спосо-
бен непосредственно кооперировать с рядом бел-
ков, например p53 [8, 10], который известен как 
белок-супрессор опухолей, обладающий способ-
ностями контролировать клеточный цикл и ре- 
гулировать апоптоз [13]. Помимо этого, p53  
вовлечен в регуляцию окислительного стресса 
и  активацию антиоксидантного ответа, а также 
в  дифференциацию клеток. Кроме того, он уча-
ствует в регуляции метаболизма, репарации ДНК, 
активации и регуляции аутофагии, регуляции 
окислительного стресса и антиоксидантного отве-
та, контроле дифференцировки клеток, эпигенети-
ческих состояний и плюрипотентности [12, 14–16]. 
Он также проявляет пионерную активность, по-
скольку взаимодействует с хроматином, обога-
щенным нуклеосомами, открывает недоступные 
участки хроматина [17, 18].

Несмотря на вышесказанное, достаточных 
сведений о их совместном взаимодействии с ну-
клеосомой не представлено. Таким образом целью 
настоящей работы было исследование коопера-
тивного / конкурентного связывания PARP-1 и 
p53 с нуклеосомами. 

Материалы и методы
Список реактивов и оборудования. Смесь нуклео-

тидтрифосфатов для полимеразной цепной реакции 
(ПЦР), 10 мМ каждого (Евроген, Россия); буфер 
для ПЦР 10× (Евроген, Россия); Taq ДНК-поли- 
мераза (Евроген, Россия); плазмида pGEM-T easy, 
содержащая NPS 603 Widom и сайт связывания p53 
(любезно предоставлено Бондаренко Е.А.); коммер-
ческий набор Cleanup St PCR для очистки ДНК из 
реакционных смесей (Евроген, Россия); акриламид 
(Gibco, США); бис-акриламид (Amresco, США); 
Trizma Base (Sigma, США); ЭДТА (AppliChem, Гер-
мания); дитиотреитол (Sigma, США); NP-40 (Sigma, 
США); poly(I:C) (Sigma Aldrich, США); 
β-меркаптоэтанол (ICN Biomedicals Ltd., Велико-
британия); NaCl (Sigma, США); HEPES, pH 8,0 
(Sigma Aldrich, США); TCEP (Sigma Aldrich, США); 
ZnCl₂ (Fluka, Швейцария); флуоресцентно мечен-
ные олигонуклеотиды с метками Cy3, Cy5 
(Lumiprobe, Россия). В работе использовались сле-
дующие приборы и  оборудование: источник тока 
PowerPac Basic (Bio-Rad, США); гель-сканер 
Amersham Typhoon (Cytiva, Великобритания); тер-
мальный циклер C1000 Touch Thermal Cycler (Bio-
Rad, США); программное обеспечение для обработ-
ки изображений ImageJ (NIH, США).

Для работы готовили мононуклеосомы  
на основе последовательности Widom 603 [19]  
со встроенным сайтом связывания p53 
«GAACATGTCCCAACATGTTG» в область вхо-
да / выхода нуклеосомы. Длина нуклеосом-позици-
онирующей последовательности 145 пар основа-
ний, удлиненная с обеих сторон на 20 нуклеотидов. 
В представленной матрице подчеркнуты линкер-
ные участки с обеих концов последовательности, 
а также сайт связывания внутри. 

CAAGCGACACTGGCACTGGGCCGGTTCG
CGCGCCCGCCTTCCGTGTGTTGTCGTCTCTC
GGGCGTCTAAGTACGCTTAGCGCACGGTAGA
GCGCAATCCAAGGCTAACCACCGTGCATCGAT
GTTGAAAGAGGCCCTCCGAACATGTCCCAACA
TGTTGCTGGGGCCCAGTGCCTATCATGGTTC

Для последующей детекции нуклеосом вноси-
ли флуоресцентные метки методом ПЦР с помо-
щью флуоресцентно меченых олигонуклеотидов 
(Люмипроб, Россия; флуоресцентно-меченые ти-
мидины указаны в квадратных скобках с названи-
ем меток Су3 и Су5): 
GAACCATGAT[Cy5-dT]GGCACTGGGCCCCAG
CAACATGTTGGGACATGTTCGGAGGGCCTCT

TTC

CAAGCGACAC[Cy3-dT]GGCACTGGGCCGGT
TCGCGCGCCCGCCTTCCGTGTGTTGTCGTC

TCTCGGGCGT
Реконструкцию нуклеосом проводили сту-

пенчатым диализом с использованием получен-
ной флуоресцентно меченой ДНК, а также кано-
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нического октамера гистонов человека (любезно 
предоставленный А.Н. Коровиной). Смесь ДНК 
и гистонового октамера в соотношении 1,1:1 ин-
кубировали в буфере, содержащем 2 М NaCl, 
с  последующим постепенным снижением кон-
центрации до 0,1 М при 4°C. Качество сборки 
и  наличие меток проверяли методом электрофо-
реза в 4,5%-ном нативном полиакриламидном 
геле (ПААГ; 0,2-кратный буфер Tris-Borate-
EDTA – TBE: 44,5 мМ Трис, 44,5 мМ борной 
кислоты, 1 мМ ЭДТА) (рис. 1).

p53DBD хранили в буферах следующего соста-
ва: 150 мМ NaCl, 50 мМ Трис pH 7,5, 10 мМ DTT, 
10%-ный глицерин. PARP1 хранили в буферах сле-
дующего состава: 20 мМ HEPES pH 8,0; 150 мМ 
NaCl (Sigma Aldrich, США), 0,1 мМ TCEP (Sigma 
Aldrich, США), 0,15 мМ ZnCl₂ (Fluka, Швейцария), 
25%-ный глицерин (Fisher Scientific, США). 

Белки PARP1 и ДНК-связывающий домен p53 
были очищены методом аффинной хроматографии 
с использованием никель-содержащей колонки.

Для изучения кооперативного взаимодействия 
PARP1 и p53DBD комплексы с нуклеосомами фор-
мировали двумя способами. Первый – к предвари-
тельно полученному комплексу нуклеосома-р53 
добавляли PARP1, второй – к предварительно по-
лученному комплексу нуклеосома-PARP1 добавля-

ли p53DBD. Для формирования комплексов был 
использован буфер следующего состава: 2,5 мМ 
Трис (pH 8,0), 0,25  мМ β-меркаптоэтанола, 
0,125 мМ ЭДТА, 10 мМ KCl. Такие концентрации 
оптимальны для поддержания специфичных ком-
плексов нуклеосома-p53DBD. При предварительно 
формировании комплексов нуклеосома-р53 и по-
следующим добавлением PARP1 комплексы с р53 
готовили следующим образом: в реакционный бу-
фер добавляли 5 нг poly(I:C) (в качестве неспеци-
фичного полинуклеотида-компетитора, контроль-
ные эксперименты, демонстрирующие его влия- 
ние, представлены на рис. А1, приложение) 
и 1,2 мкМ p53DBD и оставляли на 5 мин при 25°С. 
Далее к образцу добавляли 2 нМ нуклеосом и инку-
бировали в течение 30 мин при 25°С. Далее добав-
ляли 20 нМ PARP1 и инкубировали 30 мин. Если 
сначала формировался комплекс нуклеосома-
PARP1, то в реакционный раствор добавляли 
20  нМ PARP1 и 2 нМ нуклеосом и инкубировали 
30 мин. За 5 мин до конца первой инкубации гото-
вили смесь poly(I:C) и p53DBD, которую по истече-
нии времени добавляли к комплексу нуклеосома-
PARP1. Готовые образцы помещали в нативный 
4,5%-ный ПААГ и проводили электрофорез в тече-
ние 30 мин. Полученный гель сканировали на 
Amersham Typhoon (Cytiva, США) с использовани-
ем лазеров для Cy3 – 532 нм, Cy5 – 633 нм и для 
Cy2 – 488 нм (рис. 1, 2). 

Результаты
Основным центром взаимодействия PARP1 

и  p53 является C-терминальный домен p53 (ами-
нокислоты 356–393) [20]. Поли(АДФ)-рибози- 
лирование этого участка усиливает взаимодей-
ствие PARP1 и p53. Таким образом, при наличии 
p53DBD мы можем исключить возможность непо-
средственного связывания и наблюдать коопера-
тивность или конкуренцию при формировании 
комплексов с нуклеосомой. Следует отметить, что 
такая система имеет статус модельной и преиму-
щественно нацелена на уточнение фундаменталь-
ных механизмов взаимодействий этих белков с ну-
клеосомой. Полученные результаты не в полной 
мере отражают физиологические процессы.

После определения фундаментальных механиз-
мов взаимодействия данных белков с хроматином, 
в дальнейших исследованиях планируется детально 
изучить ферментативную активность PARP1 в ана-
логичных условиях. Предполагается, что при  
PAR-илировании такой системы p53DBD не будет 
модифицирован поли(АДФ-рибозой) и  сохранит 
свою связь с нуклеосомой, поддерживая индуциро-
ванные конформационные изменения. 

Для более детального анализа использовали 
р53DBD в концентрации, частично переводящей 
нуклеосомы в комплекс (1,2 мкМ), и в концентра-
ции PARP1, приводящей к формированию ком-
плексов со всеми нуклеосомами в образце (20 нМ). 

Рис. 1. Проверка качества сборки нуклеосом, 4,5%-ный 
ПААГ. Визуализацию нуклеосом методом FRET (Förster Reso-
nance Energy Transfer) осуществляли с помощью сканирующе-
го прибора Amersham Typhoon (Cytiva, США). Для регистра-
ции сигнала производилось лазерное возбуждение в канале 
Cy3 (532 нм) с детекцией флуоресценции в соответствующем 
спектральном диапазоне. Дополнительно фиксировали флуо-
ресценцию акцептора (Cy5, 670 нм) при возбуждении Cy3 
и  регистрации в канале Cy5. Полученные изображения геля 
обрабатывались и совмещались с помощью программного 
обеспечения ImageJ.
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C помощью такого подхода проверяли гипотезу 
о  кооперации PARP1 с ДНК-связывающим доме-
ном p53, возможно, по механизму, сходному с об-
легчением доступа SOX2 к хроматину при связыва-
нии PARP1 с нуклеосомными структурами [21]. 
Кооперативные эффекты могут проявляться в виде 
образования мультимолекулярных комплексов 
либо в виде изменений эффективности формиро-
вания комплексов, благодаря специфическому 
влиянию одного белка на доступность или динами-
ку связывания другого компонента системы.

Помимо нуклеосом в пробе также присутствует 
свободная ДНК, которая также влияет на визуализа-
цию комплексов. При формировании комплекса 
нуклеосома-PARP1 происходит изменение сдвига 
в ПААГ (рис. 2). Комплексы с PARP1 представляют 
собой совокупность полос на изображении гель-
электрофореза: он способен формировать мультисо-
ставные комплексы с нуклеосомой, а также эффек-
тивно связывать свободную ДНК. Молекулярный 
вес р53DBD меньше PARP1, поэтому комплекс 
нуклеосома-р53DBD быстрее мигрирует в геле, чем 
комплекс нуклеосома-PARP1 (рис. 2). 

P53DBD, являясь ДНК-связывающим бел-
ком, эффективно связывается и со свободной, 
и с нуклеосомной ДНК. Образуется два типа ком-
плексов: нуклеосома-р53, более тяжелый и высо-
кий идущий комплекс, и ДНК-р53, занимающий 
место между интактными нуклеосомами и ком-
плексом нуклеосома-р53. 

При предварительном формировании ком-
плекса нуклеосома-р53 и последующем добавлении 
PARP1 происходит формирование отдельных ком-
плексов нуклеосома-р53 и нуклеосома-PARP1. Ве-
роятно, это связано со слабой способностью р53 
в  низких концентрациях взаимодействовать с ну-
клеосомами, и наоборот высокой способностью 

у  PARP1. При обратной последовательности фор-
мирования комплекса также наблюдается форми-
рование отдельных комплексов с р53 и PARP1, но 
общая совокупность комплексов претерпевает ряд 
следующих изменений. На дорожке превалируют 
низкомолекулярные комплексы как с PARP1 так 
и  с p53DBD. Вероятно, это связано с тем, что 
PARP1 индуцирует реорганизацию хроматина, 
способствуя освобождению сайта связывания p53 
на нуклеосомной ДНК. Однако вследствие стери-
ческих ограничений нуклеосомной структуры 
и ограниченной гибкости канонической нуклеосо-
мы эффективность образования высокомолекуляр-
ных комплексов нуклеосома-PARP1 снижается. 

Обсуждение 
В целом, результаты наших исследований де-

монстрируют, что порядок добавления PARP1 
и  р53DBD к нуклеосомам определяет кооператив-
ность или конкуренцию. Последовательное связы-
вание белков с нуклеосомами может создавать пар-
тнерские эффекты: предыдущее связывание одного 
белка изменяет конформацию нуклеосомы, что 
влияет на эффективность связывания последую-
щих белков. Известно, что оба белка реагируют на 
участки ДНК, содержащие одно- или двунитевые 
разрывы [8, 22, 23]. PARP1 распознает поврежде-
ния ДНК и рекрутирует репарационные белки [24], 
тогда как p53 активируется при повреждении ДНК 
и действует как транскрипционный фактор [25]. 
С  биологической точки зрения, наблюдаемые эф-
фекты могут отражать процессы в хроматине, когда 
происходит выбор между процессом репарации 
и апоптозом и с ключевой ролью p53 в этом выбо-
ре. p53 – критический регулятор клеточного ответа 
на стресс. Его взаимодействие с PARP1 и нуклеосо-
мами может определять судьбу клетки: p53 усили-

ДНК

нук-р53

ДНК-р53
нуклеосомы

нук-PARTI
ДНК-PARTI

500 п.н.

500 п.н.

200 п.н.

200 п.н.

А

Б

нук

PARP
20 нМ

+poly I:C

p53
1.2 мкМ
+poly I:C

p53+нук
затем

PART1

нук+
PART1

затем p53

Рис. 2. Анализ взаимодействия PARP1 и p53 с нуклеосомами методом электрофореза в полиакриламидном геле (ПААГ). Комплек-
сы инкубировали с нуклеосомами (нук), PARP1 20 нМ и p53DBD 1,2 мкМ. Справа указаны позиции миграции: свободные нуклео-
сомы (нижняя полоса), комплекс ДНК-р53, нук-p53 и комплексы ДНК-PARP1, нук-PARP1. Слева показаны маркеры молекуляр-
ного веса (п.н. – пары нуклеотидов). В последних двух дорожках представлены комплексы нуклеосом с белками p53 и PARP1.
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вает связывание PARP1 с нуклеосомами, способ-
ствуя эффективной репарации [23, 26], в то же 
время при определенных условиях, например, при 
сильном генотоксическом стрессе доминирование 
p53 может подавлять PARP1-зависимую репара-
цию, способствуя апоптозу в сильно поврежденных 
клетках. Таким образом конкуренция и  коопера-
тивность между p53 и PARP1 отражает сложный 
баланс между репарацией ДНК и программируе-
мой гибелью клетки. Это важно для понимания ре-

зистентности к терапии (например, ингибиторам 
PARP) и разработки комбинированных методов ле-
чения рака.

Исследование было поддержано Российским 
научным фондом (проект № 21-64-00001-П) . 
Данная работа не содержала экспериментов с уча-
стием людей или животных. Авторы заявляют об 
отсутствии конфликта интересов.
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PARP1-dependent alterations in nucleosome organization:  
potential involvement of p53
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Chromatin of eukaryotic organisms is a complexly organized and dynamic complex. Chromatin 
proteins provide proper regulation of gene expression, DNA replication, and DNA repair. 
Among the most important regulators of chromatin architecture among non-histone proteins are 
p53 and PARP1, which are involved in the cellular response to DNA damage. In the present 
study, we investigated the cooperative and competitive binding of the DNA-binding domain 
(DBD) of p53 and the enzyme PARP1 to mononucleosomes reconstituted on the Widom 603 
sequence with an embedded p53 binding site. To detect interactions, the electrophoretic 
mobility shift assay (EMSA) method with fluorescently labeled DNA. Complexes were formed 
in two ways: nucleosomes were pre-incubated with p53 DBD and then PARP1 was added, or the 
nucleosome–PARP1 complex was formed first and then p53 DBD was introduced. The results 
showed that the order of protein addition determines the nature of their interaction with the 
nucleosome: at low p53 concentrations, displacement of this protein by PARP1 is observed, 
while at higher p53 concentrations, stable nucleosome–p53 complexes are formed, undisturbed 
by PARP1. No stable ternary nucleosome–p53–PARP1 complexes were detected.

Keywords: PARP1, p53, nucleosome, EMSA, chromatin
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