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В исследовании была создана платформа для флуоресцентной микроскопии, которая 
позволяет в режиме реального времени визуализировать динамику взаимодействия ли-
ганда с белками, помеченными His-tag, связывающимися с Ni2+ на NTA-агарозных ша-
риках. Эта методология преодолевает критические ограничения традиционных методов, 
таких как поверхностный плазмонный резонанс или гель-электрофорез, за счет сохране-
ния кинетики фазы раствора и обеспечения субминутного временного разрешения в фи-
зиологических буферах. Мы применили эту платформу для исследования действия ин-
гибиторов в системе нуклеосом, которая является более физиологически подходящей 
моделью, чем свободная ДНК. Изучая взаимодействия PARP2 с нуклеосомами в присут-
ствии и в отсутствие клинических ингибиторов (талазопариба и велипариба), а также ре-
акцию поли(АДФ-рибозил)ирования в присутствии НАД+, мы смогли продемонстриро-
вать прямое пространственное и временное разрешение динамики хроматин-белок. 
Практически неограниченная совместимость платформы с буферами, возможность мо-
ниторинга в режиме реального времени и устранение артефактов ковалентной иммоби-
лизации обеспечивают новое понимание механизмов взаимодействия лекарственных 
средств и хроматина.
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Введение
Современные методологии анализа биомоле-

кулярных взаимодействий сталкиваются с фунда-
ментальными ограничениями, которые не дают 
возможности полноценно и функционально ис-
следовать хроматин-ассоциированные мише-
ни  [1]. Поверхностный плазмонный резонанс 
(SPR, Surface Plasmon Resonance) требует кова-
лентной иммобилизации белка посредством сое-
динения аминов или стрептавидин-биотиновых 
связей, что приводит к появлению конформаци-
онных артефактов, которые изменяют доступ-
ность ДНК-связывающего домена и ферментатив-
ную функцию [2, 3]. Такой подход по своей сути 
ограничивает совместимость буфера, исключая 
физиологически важные компоненты. Поляриза-
ция флуоресценции, хотя и совместима с раство-
ром, страдает от усреднения по ансамблю, которое 
скрывает пространственную неоднородность при 

формировании комплекса [4]. Метод микроско-
пии, отслеживающий резонансный перенос Фер-
стеровской энергии от единичных молекул 
(spFRET, single pair Förster Resonance Energy 
Transfer) является одним из ключевых методов, 
позволяющих проводить точечные исследования 
межмолекулярных взаимодействий [5–7]. Однако 
он не обеспечивает прямую визуализацию иссле-
дуемых объектов в режиме реального времени. 
Электрофоретический анализ сдвига подвижно-
сти (EMSA, Electrophoretic Mobility Shift Assay) 
дают только конечные снимки состояний равно-
весия, не позволяя выявить переходные промежу-
точные соединения или каталитические процессы 
(поскольку этот метод включает воздействие элек-
трического поля на образцы, а также механиче-
ские препятствия и ограничения, нестабильные 
комплексы становится невозможно визуализиро-
вать с помощью такого метода) [8, 9]. Эти ограни-
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чения становятся особенно существенными для 
изучения белков поли(АДФ-рибоза)полимераз 
(PARPs), где наблюдение за НАД+-зависимой дис-
социацией в режиме реального времени имеет важ-
ное значение для характеристики механизмов ин-
гибирования в биологически значимом контексте. 
PARPs являются ядерными белками и важными 
компонентами системы репарации ДНК [10–13]. 
Эти ферменты одни из первых обнаруживают ме-
сто повреждения ДНК, активируются и синтези-
руют из субстрата НАД+ поли(АДФ-рибозу), кото-
рая является маркером для факторов репарации 
ДНК [14]. 

Важно отметить, что для понимания взаимо-
действия PARP с хроматином необходимо исполь-
зовать именно нуклеосомы, а не свободную 
ДНК  [5–7]. Нуклеосомы являются фундаменталь-
ными функциональными единицами хроматина, 
состоящими из ~147 п.н. ДНК, обернутой вокруг 
октамеров гистонов [15–17]. Чтобы воспроизвести 
физиологическую компактизацию ДНК, стериче-
ские ограничения и эпигенетические ландшафты, 
можно использовать мононуклеосомы. Изучая вза-
имодействия белков с мононуклеосомами, мы мо-
жем установить прямые параллели с организацией 
хроматина более высокого порядка и клеточными 
процессами, что позволяет экстраполировать меха-
нистические выводы из экспериментов in vitro на 
ядерную среду [5]. Традиционные методы (такие 
как EMSA) дестабилизируют нуклеосомы или иг-
норируют их структурное воздействие, что ставит 
под вопрос возможность данными методами иссле-
довать процессы в физиологических условиях [1].

Для преодоления некоторых технологических 
трудностей мы разработали платформу для флуо-
ресцентной микроскопии, использующую иммо-
билизацию гексагистидиновой метки (His6-tag) на 
агарозных гранулах из никельнитрилотриуксусной 
кислоты (Ni-NTA, Ni-Nitrilotriacetic Acid). Эта ме-
тодология сохраняет фазовую динамику раствора 
за счет привязки к определенной ориентации с по-
мощью координационной химии между ионами 
His6-tag и Ni2+, поддерживая гидратацию нативно-
го белка и свободу вращения [18, 19]. Трехмерная 
гранулярная матрица (диаметр 45–165  мкм) обе-
спечивает оптимальное соотношение поверхности 
к объему для обеспечения доступности лиганда 
и в то же время поддерживает различные физиоло-
гические буферы, включая системы стабилизации 
нуклеосом на основе Tris, физиологический рас-
твор с фосфатным буфером и 10-миллиметровым 
дитиотреитолом (DTT, dithiothreitol), а также усло-
вия с высоким содержанием соли, имитирующие 
ядерную среду. Важно отметить, что система до-
стигает субсекундного временного разрешения за 
счет конфокального детектирования, что позволя-
ет напрямую визуализировать кинетику связыва-
ния и каталитические переходы, недоступные для 
многих других методов [20]. 

Методология возникла в результате попыток 
охарактеризовать домен PARP2 WGR, нуклеосом-
ные комплексы которого не обнаруживаются 
EMSA из-за быстрой диссоциации при электрофо-
ретическом разделении [6]. Более того, мы стреми-
лись преодолеть ограничения spFRET-микро- 
скопии, которая обычно используется для изуче-
ния PARP-нуклеосомных взаимодействий [7], раз-
работав методологию, позволяющую отслеживать 
динамические биомолекулярные процессы в режи-
ме реального времени. Устраняя артефакты мигра-
ции супрамолекулярных комплексов в геле, наша 
платформа выявляет взаимодействия, которые не 
могут быть зафиксированы некоторыми другими 
подходами. Этот метод позволяет исследовать ме-
ханизмы, лежащие в основе функционирования 
ингибиторов; в данной работе исследовалось влия-
ние на ДНК-связывающую и  каталитическую ак-
тивность PARP2 ингибитора типа I (талазопариб), 
который стабилизирует комплексы PARP-ДНК за 
счет повышения сродства к ДНК, и ингибитора 
типа III (велипариб), который ослабляет связыва-
ние с ДНК [21]. Возможность визуализировать эти 
различные эффекты в режиме реального времени 
поможет устранить сохраняющиеся пробелы в ха-
рактеристике терапевтического воздействия на 
пути репарации ДНК, связанные с активностью 
белков PARP.

Материалы и методы
Экспрессия и очистка белка. Рекомбинантный 

PARP2 человека экспрессировали с His6-tag в со-
ставе, в E. coli в соответствии с описанным ранее 
протоколом [22, 23].

Сборка нуклеосом. Меченную Cy5 ДНК дли-
ной 187 п.о., содержащую последовательность по-
зиционирования 603, амплифицировали с исполь-
зованием праймеров: 

Forward: 5′-AAGCGACACCGGCACTGGGCC
CGGTTCGCGCТCCCGCCTTCCGTGTGTTGTC
GTCTCTCGGGCGT-3′  

Reverse: 5′-AACCATGATGGGCACTGGGTA
CCCCAGGGACTTGAAGTAATAAGGACGGAG
GGCCTCTTTCAACATCGATGCACGG[Cy5-dT]
GGTTAG-3′  (Lumiprobe, Россия)

Октамеры гистонов были выделены из эри-
троцитов цыплят в соответствии с описанным ра-
нее протоколом [7]. Мононуклеосомы были со-
браны с помощью солевого диализа и их качество 
было проверено с помощью нативного гель-
электрофореза в соответствии с описанным ранее 
протоколом [7, 24].

Подготовка шариков и флуоресцентная микро-
скопия. Для изучения связывания белков с нуклео-
сомами, меченными Cy5, использовали суспен-
зию агарозных шариков диаметром от 45 до 
165 мкм, поверхность которых была модифициро-
вана Ni2+-NTA (Qiagen, Германия). В среднем  
бусины имеют примерно одинаковую форму 
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и  размер, а расхождения составляют небольшой 
процент от общего количества бусин.

Процедура. К пяти объемам буферного раство-
ра, в котором должна была протекать реакция,  
добавили небольшой объем (приблизительно 
50  мкл) агарозных шариков и тщательно переме-
шали смесь. Затем гранулы осаждали центри- 
фугированием при 100 об./мин в течение 1 мин. 
Надосадочную жидкость удалили и к гранулам  
добавили два объема свежего буфера, которые 
тщательно перемешали, чтобы предотвратить их 
высыхание. Поскольку гранулы хранились  
в 20%-ном этаноле, этот этап помог снизить кон-
центрацию этанола перед добавлением белка. 
Важно, чтобы используемый буфер не препят-
ствовал взаимодействию His-tag с Ni-NTA.

Добавили PARP2 к гранулам, тщательно пере-
мешали и выдержали на льду в течение 5–10 мин. 
Мы использовали наномолярные и микромоляр-
ные концентрации белка. Связывающая способ-
ность гранул составляет до 50 мкг белка на 1 мг 
гранул. Представляющий интерес белок должен 
содержать аффинную метку с шестью или более 
остатками гистидина, чтобы избирательно связы-
ваться со смолой Ni-NTA.

После инкубации гранулы центрифугировали 
в течение 1 мин при 1 об./мин. Удалили надоса-
дочную жидкость, содержащую несвязанный бел-
ковый буфер. Сразу же добавили в гранулы 
в 1,5 раза больше буфера и тщательно перемешали. 

Для изучения взаимодействия между белком 
и  нуклеосомами добавляли 10–100 нМ флуорес-
центно меченых нуклеосом к суспензии шариков, 
содержащих белок. Затем смесь тщательно пере-
мешали и выдержали на льду в течение 5–10 мин. 

Изображения были получены с помощью кон-
фокального микроскопа LSM710 (Zeiss, Германия), 
оснащенного объективом C-Apochromat 40×/1,2 Вт 
M27 (Zeiss, Германия), как в конфокальном, так 
и  в  проходящем свете. Для возбуждения флуорес-
ценции использовался гелий-неоновый лазер (He-
Ne) длиной волны 633 нм, а  флуоресценция Cy5 
регистрировалась в диапазоне от 655 до 750 нм 
с помощью лавинного фотодиода (APD, Avalanche 
Photodiode). Размер конфокальной апертуры соот-
ветствовал одному воздушному диску.

Реагенты, совместимые с Ni-NTA, включают 
различные денатурирующие вещества (Gu HCl – 
6 М, мочевина – 8 М), детергенты (Triton X-100 – 
2%, Tween 20 – 2%, CHAPS – 1%), восстановители 
(β-меркаптоэтанол – 20 мм, дитиотреитол (DTT, 
dithiothreitol) – 10 мм, трис(2-карбоксиэтил)фос-
фин гидрохлорид (TCEP, tris(2-carboxyethyl)
phosphine hydrochloride) – 20 мм), глицерин – 50%, 
этанол – 20%, имидазол – 20 мМ, а также соли 
(MgCl2 – 4 Мм, CaCl2 – 5 мм, NaCl – 2 М).

Для экспериментов с ингибиторами PARP2 
(концентрация белка – 100 мкМ) образцы (объе-
мом 10 мкл) предварительно инкубировали с тала-

зопарибом (100 нМ) или велипарибом (100 нМ) 
(Selleck, США) в течение 20 мин. Для инициирова-
ния реакции поли(АДФ-рибозилирования) к  об-
разцу добавляли 100 мкм НАД+ (Merck, Германия).

Результаты и обсуждение
Ni-NTA-агарозные шарики. Платформа из агароз-

ных шариков Ni-NTA (рис. 1А) обеспечивала трех-
мерное связывание белка при сохранении натив- 
ной конформационной динамики. His₆-tag-опосре- 
дованное ориентационно-специфическое связыва-
ние практически не влияет на активные участки 
белка (как ДНК-связывающий, так и каталитиче-
ский домены), что подтверждается сохранением 
ферментативной активности. Контрольные экспе-
рименты показали минимальное неспецифическое 
связывание Cy5-нуклеосом с  шариками без белка, 
в то время как анализы на фотообесцвечивание 
подтвердили стабильность Cy5 в условиях визуали-
зации (рис. S1A).

Визуализация взаимодействия PARP2 с нуклеосо-
мами в режиме реального времени. Метод флуорес-
центной микроскопии позволил получить прямое 
пространственное отображение молекулярных взаи-
модействий с помощью визуализации распределе-
ния и интенсивности флуоресценции (рис. 1Б; 
рис.  2). Контрольные образцы, содержащие только 
белок (PARP2, связанный с гранулами), не демон-
стрировали заметной флуоресценции вокруг гранул 
(рис. 2А), что подтверждает отсутствие автофлуорес-
ценции или неспецифического накопления флуоро-
фора. Полная темнота (отсутствие флуоресцентного 
сигнала) вокруг шариков служила основой для опре-
деления специфического связывания. Контрольные 
образцы, содержащие только нуклеосомы, показа-
ли, что флуоресцентный сигнал равномерно распре-
делен по всему полю с заметными темными пустота-
ми, соответствующими расположению шариков 
(рис. 2Б). Этот паттерн продемонстрировал две важ-
ные особенности: свободные Cy5-нуклеосомы в рас-
творе генерировали диффузные сигналы флуорес-
ценции; отсутствие ореолов флуоресценции вокруг 
гранул подтверждало незначительную неспецифи-
ческую адгезию к поверхности Ni-NTA. Специфи-
ческие белково-нуклеосомные комплексы образо-
вывали характерные ореолы флуоресценции вокруг 
гранул. Взаимодействие PARP2 с  нуклеосомами 
приводило к интенсивной равномерной флуорес-
ценции, охватывающей гранулы, в течение 2 мин 
после добавления нуклеосом (рис. 2В), что также 
отображает изменение накопления сигнала флуо-
ресценции во времени (рис.  S1B). Этот непрерыв-
ный ореол указывал на гомогенное присоединение 
нуклеосом к ДНК-связывающим доменам PARP2, 
что согласуется  с  высокоаффинным взаимодей-
ствием фермента с хроматином.

Влияние агентов на взаимодействие PARP2 
с  нуклеосомами. Мониторинг в режиме реального 
времени фиксировал динамические реакции на 
НАД+ и ингибиторы (рис. 1Б; рис. 2В–Е).
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Рис. 1. Схема визуализации результатов флуоресцентной микроскопии в реальном времени. (А) Поверхность агарозного шарика 
модифицирована Ni2+-NTA, который избирательно связывается с белками, несущими His-tag. Если интересующий белок спо-
собен связываться с нуклеосомой, поверхность гранул будет флуоресцировать из-за флуоресцентных меток на нуклеосомах.  
(Б) Экспериментальная схема показывает взаимодействие между нуклеосомами и PARP2, связанным с гранулами, в отсутствие 
или в присутствии НАД+ и ингибиторов. 

ПАРилирование и диссоциация комплексов, вы-
званные добавлением НАД+. Добавление 100 мкм 
НАД+ к предварительно сформированным комплек-
сам PARP2-нуклеосома вызывало постепенное зату-
хание флуоресценции в течение 40 мин (рис.  2Г). 
Это соответствует автопарилированию PARP2, при 
котором накапливающиеся отрицательно заряжен-
ные цепи PAR создают электростатическое отталки-
вание, что приводит к диссоциации нуклеосом  
обратно в раствор. Это спровоцированное постепен-
ное затухание флуоресценции в течение 40  мин 
было визуализировано с помощью покадрового ана-
лиза в реальном времени, который зафиксировал 
полную траекторию диссоциации (рис. S1Б, S1Д). 
Важно отметить, что наблюдаемый профиль затуха-
ния отличался от незначительных артефактов фото-
обесцвечивания при идентичных условиях получе-

ния изображения (рис. S1А, S1Г). После добавления 
НАД+ определенная область образца сканируется 
с  регулярными интервалами (каждую минуту 
(рис. S1Д); на рис. S1Б показаны результаты измере-
ния через каждую пятую минуту). Поскольку грану-
лы тяжелые, они могут постепенно перемещаться 
в  объеме раствора, но достаточно медленно, чтобы 
можно было отслеживать одну частицу в течение 
длительного времени (не менее 1 ч).

Таким образом, эта платформа может опреде-
лять временную кинетику активации PARP в раз-
личных биохимических условиях (рН, темпе- 
ратура, ионная сила). Чтобы подтвердить его 
полезность для определения профиля ингибито-
ров, мы выбрали два клинически протестирован-
ных ингибитора с различными механизмами вли-
яния на PARP2 – талазопариб и велипариб.
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Талазопариб (ингибитор I типа для PARP2). 
Добавление талазопариба (100 нМ) к нуклеосомам 
и PARP2 усиливало первоначальное связывание 
с  нуклеосомами по сравнению с контролем без 
ингибиторов (рис. 2Д). Важно отметить, что рас-
пределение флуоресценции стало заметно более 
неоднородным, с участками интенсивной флуо-
ресценции, чередующимися с областями более 
низкой интенсивности, что является морфологи-
ческим свидетельством «захваченных» комплек-
сов PARP с нуклеосомами. Добавление НАД+ не 
вызывало диссоциации, что подтверждает полное 
подавление каталитического высвобождения тала-
зопарибом. Эти результаты подтверждают, что та-
лазопариб является эффективным ингибитором 
I типа (для PARP2): усиленное связывание демон-
стрирует повышенное сродство к ДНК, в то время 
как полное подавление диссоциации, вызванной 
НАД+, подтверждает ингибирование каталитиче-
ской активности, что согласуется с установлен-
ным механизмом захвата [21]. 

Велипариб (ингибитора III типа). Добавление 
100 нМ велипариба снижало первоначальное свя-
зывание нуклеосом с PARP2 (в отсутствие НАД+) 
(рис. 2Е) и приводило к появлению характерных 
фрагментированных паттернов флуоресценции 
с  неравномерным распределением сигнала. Не-
смотря на гетерогенность, подобно комплексам, 
обработанным талазопарибом (рис. 2Д), интен-

сивность сигнала была существенно снижена по 
сравнению с пробами, не содержащими ингиби-
торов (рис. 2В) и состояния, связанные с талазо-
парибом (рис. 2Д). Эти визуальные паттерны не-
посредственно демонстрируют, что велипариб 
относится к ингибиторам III типа: ослабленное 
связывание отражает нарушение функции ДНК-
связывающего домена [21]. Чтобы точно опреде-
лить влияние велипариба на эффективность свя-
зывания PARP2 с нуклеосомами, в этот образец не 
добавляли НАД+. В таком случае можно отделить 
действие ингибитора от эффекта, вызванного 
поли(АДФ-рибозильным) соединением. 

Таким образом, была продемонстрирована 
возможность достижения качественного резуль-
тата, но возможен и количественный анализ. По-
скольку сигнал накапливается в течение заданно-
го времени, путем многократного сканирования 
определенной области образца можно отследить 
изменения во времени. Кроме того, сравнивая 
накопленные сигналы от разных образцов, мож-
но оценить действие реагентов. Эффективность 
ассоциации нуклеосом с белком может быть 
определена путем измерения изменения нако-
пленного сигнала от частиц с течением времени. 
Влияние ингибиторов на связывание нуклеосом 
с белками можно оценить косвенно, измерив из-
менение эффективности связывания в присут-
ствии ингибитора. 

Рис. 2. Визуализация динамики взаимодействия PARP2 с нуклеосомами в режиме реального времени. (А) Немеченый PARP2 
с His-tag сам по себе связывается с гранулами, но это связывание не приводит к флуоресценции гранул в отсутствие флуорес-
центно меченых нуклеосом. (Б) Сами по себе флуоресцентно меченые нуклеосомы специфически не связываются с гранулами 
в отсутствие His-меченого PARP2. (В) Исходное связывание нуклеосом с PARP2, ассоциированного с гранулами. (Г) Диссоциа-
ция комплексов PARP2-нуклеосома при добавлении НАД+ и автопарилировании PARP приводит к уменьшению интенсивности 
флуоресценции. (Д) Ингибирование I типа: усиление флуоресценции, вызванное талазопарибом, и гетерогенное перераспреде-
ление гало. (Е) Ингибирование III типа: ослабление сигнала флуоресценции, вызванное велипарибом, из-за снижения эффек-
тивности связывания PARP2 с нуклеосомами.
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Заключение
В этом исследовании была создана платформа 

для флуоресцентной микроскопии, которая позво-
ляет непосредственно визуализировать влияние 
различных агентов на взаимодействие белок-ли-
ганд в режиме реального времени с помощью His-
tag-опосредованного связывания белков с гранула-
ми Ni-NTA. Основное достижение методики 
заключается в ее способности фиксировать про-
странственную и временную динамику биомолеку-
лярного связывания без артефактов ковалентной 
фиксации. Наши визуальные наблюдения дают од-
нозначные доказательства: специфический набор 
нуклеосом проявляется в виде флуоресцентных 
ореолов вокруг гранул (рис. 2В), в то время как 
контрольные эксперименты подтверждают отсут-
ствие неспецифического связывания (рис. 2А, Б). 
Важно отметить, что ингибиторы PARP I типа  
усиливают и гетерогенно перераспределяют сигна-
лы флуоресценции (рис. 2Д), в то время как инги-
биторы III типа и каталитический субстрат  
НАД+ ослабляют их (рис. 2Г, Е). В будущих иссле-
дованиях также возможно аналогичным образом 
изучить влияние различных типов ингибиторов  
на ДНК-связывающую и каталитическую актив-
ность PARP1 и других белков семейства PARP.

Значимость платформы заключается не толь-
ко в конкретных результатах, но и в широких ме-
тодологических преимуществах. Сохраняя фазо-
вую динамику раствора и обеспечивая временное 
разрешение с точностью до минуты, она преодо-
левает фундаментальные ограничения других ме-
тодов, используемых для определения типа инги-
битора, а также для других аналогичных целей. 
Практически неограниченная совместимость с бу-

фером обеспечивает физиологически значимые 
условия, ранее недоступные для традиционных 
подходов. Возможности отслеживания в реальном 
времени позволяют фиксировать промежуточные 
переходные процессы и динамические переходы, 
которые не поддаются анализу в конечной точке.

Эти достижения открывают несколько новых 
областей применения: классификация механиз-
мов ингибирования; скрининг терапевтических 
средств, нацеленных на хроматин; анализ ком-
плексов репарации ДНК в режиме реального вре-
мени; и, в целом, исследования ремоделирования 
хроматина. Адаптивность платформы к различ-
ным флуорофорам и экспериментальным услови-
ям предполагает ее непосредственную пригод-
ность для изучения рецепторов, связанных 
с  G-белком, взаимодействий киназа-субстрат 
и  механизмов проникновения вирусов. Будущее 
внедрение высокопроизводительных систем визу-
ализации может ускорить разработку лекарств, 
в  то время как адаптация отдельных молекул мо-
жет выявить гетерогенные свойства связывания, 
скрытые при комплексных измерениях. Таким об-
разом, эта методология устанавливает важную 
связь между структурной биохимией и клеточной 
физиологией, предоставляя универсальный визу-
альный инструментарий для динамического ана-
лиза молекулярных взаимодействий.
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