
В то время как контурная длина молекул 
ДНК в эукариотических клетках измеряется 
метрами, размеры клеточных ядер находятся в 
микрометровом диапазоне. Эта компактизация 
включает ряд независимых уровней упаковки. 
Первичным уровнем упаковки является супер-
спирализация двойной спирали ДНК в нуклео-
сомах, которые состоят из ДНК и октамера ги-
стонов, сформированного тетрамером гистонов 
(H3–H4)2 и двумя димерами гистонов H2A–
H2B. Линкерный гистон (H1/H5) связывается с 
входящим и выходящим из нуклеосомы участка-
ми ДНК и стабилизирует нуклеосому.

Линкерный гистон (ЛГ) имеет длину около 
220 аминокислотных остатков (а.о.) и состоит 
из трех структурных доменов: неструктуриро-
ванного N-концевого домена длиной около 40 
а.о., консервативного глобулярного домена (ГД) 
длиной около 80 а.о. и неструктурированного 
C-концевого домена длиной около 100 а.о. Из-
за высокой подвижности C- и N-концевых до-
менов методами рентгеноструктурного анализа 

определена структура только ГД ЛГ [1, 2]. Ме-
сто расположения ГД H1 на нуклеосоме до сих 
пор является предметом обсуждения: выделяют-
ся конфигурации «на диаде», т.е. на оси псев-
досимметрии второго порядка, которая проходит 
через центр нуклеосомной ДНК, и "вне диады", 
т.е. вне данной оси псевдосимметрии. В данный 
момент в базах данных PDB опубликована ато-
мистическая структура с ГД только в конфигу-
рации "на диаде". Стоит отметить, что мутация 
нескольких ключевых аминокислот может пере-
ключать один тип связывания на другой [3].

ЛГ H1 в большинстве видов представлен 
сразу несколькими генами, так называемыми 
гистоновыми вариантами. У человека известно 
11 вариантов гистона H1 (H1.0–H1.10) [4]. Не-
которые варианты ЛГ являются специфичными 
только для млекопитающих, в то время как для 
ЛГ H1.0 известны гены-ортологи у более эволю-
ционно удаленных организмов (рыбы, птицы, 
насекомые). В большинстве типов соматических 
клеток человека самыми распространенными ва-
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риантами линкерного гистона H1 являются H1.2 
и H1.4 [5, 6].

Мутации в генах линкерных гистонов вли-
яют на компактизацию хроматина и регуляцию 
экспрессии генов. Показано, что фолликулярная 
лимфома почти в трети случаев ассоциирована с 
мутациями в генах ЛГ человека [7]. Кроме того, 
укороченный из-за мутации в С-концевом доме-
не гистон H1.4 связан с умственной отсталостью 
[8]. Мутации в гене ЛГ H1.5 ассоциированы с 
колоректальным раком [9].  	

Посттрансляционные модификации (ПТМ) 
ЛГ являются важной частью регуляции состоя-
ния хроматина. Известно, что фосфорилирова-
ние гистона H1 является необходимым условием 
при прохождении клетки через митоз. Инги-
бирование фосфорилирования ЛГ приводит к 
декомпактизации хроматина [10]. Фосфорили-
рование остатков серина и треонина ЛГ приво-
дит к уменьшению его аффинности к ДНК [11]. 
Известно, что цитруллинирование aргинина-54 
ЛГ H1.2 принимает участие в регуляции некото-
рых генов плюрипотентности, в том числе гена 
NANOG. Снижение положительного заряда ги-
стона и уменьшение возможности образовывать 
водородные связи при цитруллинировании при-
водят к деконденсации хроматина и, как след-
ствие, повышению уровня транскрипции [12]. 
Бета-гидроксибутирилирование и 2-гидрокси-
изобутирилирование лизина в ЛГ приводит не 
только к потере положительного заряда, но и к 
значительному увеличению размера модифици-
рованной аминокислоты, что может влиять на 
взаимодействие ЛГ как с ДНК, так и с нуклео-
сомой [13, 14].

	 Исходя из вышесказанного, можно за-
ключить, что вариации последовательности 
гистона H1 играют важную роль в модуляции 
работы хроматина. В то же время механистиче-
ская картина влияния вариаций ЛГ на структу-
ру хроматосомы и хроматина остается неясной 
и требует дальнейшего исследования. Недавние 
экспериментальные данные показывают, что он-
комутации генов коровых гистонов зачастую со-
впадают с сайтами ПТМ [15]. Таким образом, 
мутации могут блокировать возможность пост-
трансляционной модификации и соответствую-
щую естественную регуляцию аффинности ЛГ и 
нуклеосомы. Изучение влияния ПТМ линкерого 
гистона H1 на стабильность хроматосомы в этой 
связи также может предоставить информацию 
о перестройках структуры хроматина в раковых 
клетках.

В данной работе был произведен вычисли-
тельный анализ влияния различных ПТМ и он-

комутаций генов ЛГ H1 на структуру хроматосо-
мы. В ходе скрининга были отобраны вариации, 
увеличивающие или уменьшающие стабильность 
структур хроматосом.

Материалы и методы
Аминокислотные последовательности ЛГ 

H1 были загружены из базы данных HistoneDB 
[4]. Для моделирования по гомологии исполь-
зовалась программа MODELLER [16]. Модели 
хроматосомы в конфигурации «на диаде» были 
получены на основании кристаллической струк-
туры хроматосомы из банка RCSB PDB (pdb 
ID 4qlc) [1]. Для исследуемых с помощью мо-

делирования по гомологии ЛГ было построено 
по пять моделей, из которых в соответствии с 
DOPEscore были отобраны наилучшие структу-
ры (рис. 1) [16]. Дальнейшая оптимизация полу-
ченных структур проводилась с помощью про-
граммы FoldX [17].

В работе изучались онкомутации генов ЛГ, 
встречающиеся более одного раза в базе данных 
соматических мутаций COSMIC [18]. Были про-
анализированы онкомутации генов HIST1H1C, 
HIST1H1E и HIST1H1B гистонов H1.2, H1.4 и 
H1.5 соответственно. Анализ патогенности онко-
мутаций проводился с помощью предсказатель-
ного алгоритма PolyPhen-2. Алгоритмом машин-
ного обучения на основе наивного байесовского 
классификатора мутации были распределены на 
три группы: вероятно опасные, возможно опас-
ные и безопасные [19]. 

Сведения об исследуемых в работе ПТМ 
были взяты из базы данных белков UniProt [20]. 
Получение структур хроматосом с ПТМ прово-
дилось с помощью веб-сервера Vienna-PTM [21]. 
Также некоторые ПТМ были собраны в про-

157

ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 16. БИОЛОГИЯ. 2019. Т. 74. № 3

Рис. 1. В виде элементов вторичной структуры показан 
внешний вид модели линкерного гистона H1.2 в конфигу-
рации «на диаде» и нуклеосомы. Черным цветом выделены 
исследуемые онкомутации и посттрансляционные модифи-
кации.

ВЛИЯНИЕ МУТАЦИЙ И МОДИФИКАЦИЙ ГИСТОНА H1 НА СТРУКТУРУ ХРОМАТОСОМЫ



грамме Avogadro и затем присоединены к хрома-
тосоме в программе Chimera [22, 23].

Изменение свободной энергии связывания 
∆∆G мутированного или посттрансляционно 
модифицированного гистона H1 с нуклеосомой 
рассчитывалось с помощью программы FoldX на 
основе эмпирического силового поля. В прибли-
жении силового поля FoldX свободная энергия 
разворачивания белка (или белкового комплек-
са) ∆G представляется в виде суммы вкладов, 
отвечающих за взаимодействия Ван-дер-Ваальса 
между атомами, энергию сольватации поляр-
ных и гидрофобных групп, энергию образования 
внутри- и межмолекулярных водородных связей, 
электростатическое взаимодействие заряженных 
групп, а также энтропийных вкладов, описываю-
щих фиксацию основной и боковых цепей поли-
пептида в ходе сворачивания. Свободная энер-
гия связывания двух молекулярных комплексов 
A и B ∆Gсвяз  рассчитывается по формуле (1):

∆Gсвяз = ∆GAB – (∆GA + ∆GB),       (1)
где ∆GAB – свободная энергия формирования 
молекулярного комплекса АВ относительно 
развернутого состояния; ∆GA, ∆GB – свободная 
энергия формирования структур А или В отно-
сительно развернутого состояния.

Для оценки влияния мутации или ПТМ на 
стабильность комплекса рассчитывается вели-
чина, равная разнице энергии связывания ком-
плекса с мутацией и без мутации (2):

∆∆Gсвяз = ∆G2 – ∆G1 ,              (2)
где ∆G2 – свободная энергия связывания ком-
плексов c мутацией; ∆G1 – свободная энергия 
связывания комплексов без мутации.

Для неузнаваемых алгоритмами FoldX ПТМ 
был проведен скрининг их положений в про-
грамме Chimera путем вращения торсионных 
углов боковой цепи модифицированной ами-
нокислоты и определения наличия стерических 
ограничений, влияющих на возможность пост-
трансляционного модифицирования [23].

Результаты и обсуждение
Был проведен анализ базы данных UniProt 

для выявления известных сайтов и типов ПТМ 
гистона H1. Большинство ПТМ относятся к N- 
или С-концевым доменам ЛГ. В работе мы сфо-
кусировались на исследовании ПТМ в области 
ГД, поскольку для данного домена ЛГ доступна 
кристаллическая структура. Основными типами 
модификации ПТМ ЛГ являются фосфорилиро-
вание, ацетилирование и бета-гидроксибутири-
лирование. В рассмотренных нами ЛГ человека 
H1.2, H1.4 и H1.5 к ГД относятся лишь 44%, 39% 
и 41% сайтов ПТМ соответственно. Каждый из 

данных вариантов ЛГ имеет по пять сайтов бе-
та-гидроксибутирилирования, по одному сайту 
фосфорилирования и цитруллинирования (рис. 
2А). Следует отметить, что, несмотря на род-
ственность гистонов H1.2, H1.4 и H1.5, между 
ними наблюдаются определенные отличия в рас-
пределении ПТМ. Наиболее распространенны-
ми сайтами ПТМ в ГД гистона H1.2 являются 
сайты 2-гидроксиизобутирилирования: он со-
держит девять таких сайтов, т.е. 43% от сайтов 
ПТМ в данном домене. При этом наиболее часто 
встречающимися сайтами ПТМ в ГД гистонов 
H1.4 и H1.5 являются сайты бета-гидроксибу-
тирилирования – 71% и 56% от сайтов ПТМ в 
ГД соответственно. Кроме того, отличительны-
ми особенностями ГД гистона H1.2 является на-
личие трех сайтов кротонилирования и одного 
сайта сукцинилирования лизина, а в ГД гистона 
H1.5 – двух сайтов ацетилирования.

Большинство из выявленных ПТМ изменя-
ют заряд аминокислоты, тем самым, вероятно, 
меняя аффинность ЛГ к нуклеосоме и ДНК, к 
примеру, за счет изменения электростатических 
взаимодействий. В частности, фосфорилиро-
вание остатков серина и треонина вносит до-
полнительный отрицательный заряд, уменьшая 
сродство к ДНК, а бета-гидроксибутирилиро-
вание и 2-гидроксиизобутирилирование лизина 
кроме нейтрализации положительно заряженной 
аминокислоты значительно увеличивают ее раз-
мер, вероятно, накладывая стерические ограни-
чения. Кроме того, наличие гидроксила в этих 
ПТМ позволяет формировать дополнительные 
водородные связи, которые также могут способ-
ствовать связыванию эффекторных доменов бел-
ков хроматина.

Нами был проведен анализ базы данных му-
таций в раковых клетках COSMIC. Для ГД ЛГ 
человека H1.2 было выявлено 73 уникальных то-
чечных онкомутации, для ЛГ H1.4 – 76, а для 
ЛГ H1.5 – 40. Известно, что мутации, накапли-
ваемые в раковых клетках, могут являться как 
случайными, ввиду нарушенной работы системы 
репарации в клетке, так и мутациями-драйве-
рами, которые являются первопричиной функ-
циональных изменений в клетках [24]. Для того 
чтобы отсеять вероятно случайные точечные он-
комутации, были выбраны только те мутации, 
информация о которых встречалась более одного 
раза в базе данных COSMIC. И для ГД гистона 
H1.2, и для ГД гистона H1.4 представлено по 20 
таких мутаций, из которых 18 и 14 мутаций, со-
ответственно, являлись миссенс-мутациями, то 
есть точечными мутациями, которые приводили 
к замене аминокислоты (рис. 2Б). Для ГД гисто-
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на H1.5 была выявлена лишь одна точечная му-
тация, удовлетворяющая критерию отбора. Осо-
бый интерес вызывали онкомутации генов ЛГ, 
находящиеся вблизи сайтов ПТМ, поскольку 
известно, что в большинстве коровых гистонов 
наиболее распространенные мутации совпада-
ют с сайтами ПТМ [15]. Кроме того, известны 
совпадающая с сайтом ПТМ драйвер-мутация 
K27M и находящаяся вблизи сайта ПТМ драй-
вер-мутация G34R гистона H3.3, которые были 
выявлены в клетках глиобластомы человека [25]. 
Поскольку домены белков, распознающих ПТМ, 
могут взаимодействовать с набором окружаю-
щих ПТМ аминокислот (например, хромодомен, 
узнающий метилированный лизин, может взаи-
модействовать с шестью а.о., pdb ID 3QO2), то 
мутации в некотором диапазоне расстояний от 
сайта ПТМ, как и мутации самих сайтов ПТМ, 
также, вероятно, влияют на их работу. В ЛГ H1.2 
онкомутация S104F совпадает с сайтом фосфо-
рилирования. В диапазоне 2 а.о. от сайтов ПТМ 
находится 67% (12 из 18) известных миссенс-му-
таций (S104F, G56R, G56E, A61V, E74Q, N77S, 
R79H, I80M, L82F, S86I, S89N, A101T). В гисто-
не H1.4 онкомутация K85R и нонсенс-мутация 
K106Х совпадают с сайтами ПТМ (цитруллини-

рование и бета-гидрок-
сибутирилирование соот-
ветственно). Итого, 36%              
(5 из 14) мутаций рас-
положены на расстоянии 
не более 2 а.о. от сай-
тов ПТМ (K85R, K106X, 
A65P, S89R, L107F). 

С помощью алгорит-
мов программы FoldX 
было рассчитано изме-
нение свободной энер-
гии связывания ∆∆G ну-
клеосомы и ЛГ в случае 
фосфорилированной и 
немодифицированной 
аминокислоты. Только 
фосфорилирование се-
рина-104 гистона H1.2 
приводит к значительно-
му увеличению свобод-
ной энергии связывания   
∆∆G = 2,44 ккал/моль. 
Это меньше свободной 
энергии диссоциации ЛГ, 
в присутствии 0,2 М NaCl 
составляющей ∆G = 8,5 
ккал/моль [26], однако в 
разы превышает энергию 

2kT = 1,19 ккал/моль (согласно распределению 
Больцмана по энергии изменение энергии свя-
зывания на 2kT теоретически уменьшает вероят-
ность связывания в e2 раз) и может оказать су-
щественное влияние на связывание.

Также был проведен скрининг положений 
ПТМ в случаях бета-гидроксибутирилирования 
и 2-гидроксиизобутирилирования лизина. Мы 
предположили, что часть из этих ПТМ может 
взаимодействовать с ДНК и участвовать в по-
зиционировании ЛГ. Были определены сайты, в 
которых пространственное расположение моди-
фикации сильно ограничено соседними атомами, 
что может приводить к значительному проигры-
шу энтропии и повышению свободной энергии 
за счет пересечений вандерваальсовых радиусов 
атомов. В ЛГ H1.5 было выявлено большее ко-
личество сайтов бета-гидроксибутирилирования 
без жестких стерических ограничений: данные 
модификации лизина-88 и лизина-93 имели сво-
боду вращения в отличие от других вариантов 
ЛГ. Бета-гидроксибутирилирование лизина-64, 
лизина-85 и лизина-90 гистонов H1.2 и H1.4, 
а также лизина-67, лизина-88 и лизина-93 ги-
стона H1.5 может приводить к взаимодействию 
ПТМ с сахарофосфатным остовом ДНК. При-
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Рис. 2. Множественное выравнивание аминокислотных последовательностей глобулярных доме-
нов линкерных гистонов H1.2, H1.4 и H1.5. А – Множественное выравнивание с указанием сайтов 
посттрансляционных модификаций. Кружками отмечены сайты 2-гидроксиизобутирилирования, 
треугольниками – фосфорилирования, квадратиками – бета-гидроксибутирилирования, ромбиками 
– кротонилирования, пятиугольниками – сукцинилирования, шестиугольниками – цитруллинирова-
ния, звездочками – сайты ацетилирования. Б – Множественное выравнивание с указанием исследуе-
мых онкомутаций. Овалом отмечены онкомутации, привносящие значительное изменение свободной 
энергии связывания линкерного гистона и нуклеосомы.
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соединение бета-гидроксибутирила к лизину-52 
и лизину-106 гистонов H1.2 и H1.4, а также к 
лизину-55 и лизину-109 ЛГ H1.5 может способ-
ствовать взаимодействию ПТМ как с сахарофос-
фатным остовом, так и с малой бороздкой ДНК. 
2-Гидроксиизобутирилирование лизина-97 при-
водит к возможному взаимодействию модифи-
кации с большой бороздкой и сахарофосфатным 
остовом ДНК, эта же модификация лизина-52, 
лизина-64, лизина-81, лизина-85 и лизина-90 – 
к потенциальному взаимодействию лишь с саха-
рофосфатным остовом ДНК. Мы предполагаем, 
что возникновение новых связей ПТМ как с са-
харофосфатным остовом, так и с большой или 
малой бороздкой ДНК может служить позицио-
нирующим фактором для ЛГ и, таким образом, 
влиять на связывание ЛГ с нуклеосомой.

Алгоритмы программы FoldX также исполь-
зовались для расчета изменения свободной энер-
гии связывания ∆∆G нуклеосомы и линкерных 
гистонов человека H1.2, H1.4 и H1.5, подвергну-
тых мутациям. Для гистона H1.2 замены S58F и 
S104F привели к наибольшему росту ∆∆G сре-
ди исследуемых онкомутаций (2,33 и 4,10 ккал/
моль соответственно). Увеличение ∆∆G на 4,10 
ккал/моль может привести к существенному ро-
сту несвязанных с ЛГ нуклеосом, тем самым, ве-
роятно, открывая хроматин и повышая уровень 
транскрипции в клетке. Максимальную оценку 
потенциальной угрозы согласно предсказатель-
ному алгоритму PolyPhen-2 имеют 70% (23 из 33) 
изучаемых нами онкомутаций, в том числе и за-
мены S58F и S104F в ЛГ H1.2. Интересно отме-
тить, что наиболее часто встречающиеся (более 
двух раз) онкомутации генов ЛГ (H1.2: D72N, 
E74Q, I80M, S86I, K109N; H1.4: E42D, K75N) 

незначительно меняют свободную энергию свя-
зывания. Следует также отметить, что по имею-
щимся экспериментальным данным и результа-
там компьютерного моделирования позиция ЛГ 
на нуклеосоме может изменяться при мутациях, 
приводящих к замене определенных а.о. ГД ги-
стона H1, переключаясь с положения "на диаде" 
в положение "вне диады" [3]. В связи с этим не 
исключено, что некоторые онкомутации генов 
ЛГ, в том числе значительно изменяющие сво-
бодную энергию связывания, могут оказывать 
влияние и на конфигурацию хроматосомы.

Таким образом, в работе были проанали-
зированы данные о ПТМ и онкомутациях гло-
булярного домена ЛГ, изучено их влияние на 
стабильность хроматосомы. Были определены 
ПТМ, при которых появляются дополнительные 
контакты ЛГ и ДНК. Можно предположить, что 
данные контакты обладают возможностью играть 
позиционирующую роль для ЛГ на нуклеосоме. 
Также на основе проведенного анализа выявле-
но, что некоторые онкомутации генов ЛГ имеют 
значительное влияние на его связывание с ну-
клеосомой. Возможно, такие мутации генов ЛГ 
оказывают воздействие на структуру упаковки 
хроматина и усиливают экспрессию проопухоле-
вых генов. Дальнейшее изучение влияния ПТМ 
на структуру хроматосомы требует использова-
ние метода молекулярной динамики.

Работа выполнена при финансовой под-
держке Российского научного фонда (проект 
№19-74-30003). Исследование выполнено без ис-
пользования животных и без привлечения людей 
в качестве испытуемых. Авторы заявляют, что у 
них нет конфликта интересов.
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    In this work, we investigated the chromatosome stability under the influence 
of oncomutations and post-translational modifications. A chromatosome is formed 
during the interaction of a nucleosome with linker histone. This interaction may be 
characterized by the binding free energy. We hypothesized that oncomutations may 
be associated with changing of the binding free energy and subsequent changes in 
chromatin compaction state and gene expression levels. Calculations of the binding 
free energy were performed using the FoldX program algorithms. Screening of the 
positions of post-translational modifications for potential steric constraints was also 
performed. The analysis of the data allowed us to identify the oncomutations and 
post-translational modifications, which can significantly change the binding free 
energy of the linker histone with the nucleosome, thereby, possibly, affecting the 
structure of chromatin.

Keywords:  nucleosomes, chromatin, free energy calculations, DNA, histones, mutations, 
post-translational modifications
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