
Транскрипция большинства генов эукариот 
регулируется с помощью энхансеров – последо-
вательностей ДНК, связывающих транскрипци-
онные факторы и активирующих транскрипцию 
на различно удалённых промоторах [1, 2]. Для 
того чтобы активироваться, гены должны быть 
локализованы внутри участка так называемого 
«открытого» хроматина, или эухроматина [3] – 
ДНК-гистонового комплекса, характеризующе-
гося менее компактной структурой и определен-
ными гистоновыми модификациями (например, 
Н4К16-Ац и H3K27-Ац) [4]. Также известно, что 
подавляющее большинство энхансеров активи-
руют свои целевые промоторы in cis, при этом 
разделяющий их участок ДНК образует петлю 
[4]. Эти и другие работы [2, 5] свидетельству-
ют о важной роли структуры хроматина в под-
держании взаимодействия между энхансером и 
промотором. Кроме того, было показано, что 
компактизация ДНК при формировании хрома-
тина, а следовательно, и уменьшение среднего 
расстояния между энхансером и промотором, не 
является единственной причиной, по которой 
хроматин стимулирует взаимодействия между 
участками генома [6].

Чтобы понять, как именно отдельные ком-
поненты хроматина влияют на его пластичность 
и динамику, а также на возможность поддер-
живать эффективное энхансер-промоторное 
взаимодействие (ЭПВ), нами была разработана 
система транскрипции in vitro, позволяющая ко-
личественно оценить скорость ЭПВ. Была по-
лучена матрица, содержащая промотор и уда-
ленный от него энхансер. Продолжительный 
участок ДНК между ними включал 13 располо-
женных друг за другом синтетических последо-
вательностей «601», имеющих высокое сродство 
к гистонам и обеспечивающих сборку точно 
расположенных на ДНК нуклеосом и спонтан-
ное образование хроматиновой фибриллы [7, 
8]. Используя эту экспериментальную систему, 
мы продемонстрировали важную роль концевых 
участков («хвостов») сердцевинных гистонов, а 
также свободных участков ДНК [9] в поддержа-
нии эффективного ЭПВ [10].

В настоящей работе было определено дей-
ствие ковалентной модификации одного из ги-
стонов – Н4К16-Ац – на ЭПВ в хроматине. 
Ранее было показано, что данная модификация 
ассоциирована с эухроматином [11] и влияет на 
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     Дистанционные взаимодействия ДНК играют важную роль в регуляции 
генов эукариот. Структура хроматина участвует в этом процессе, но влияние 
модификаций гистонов детально не изучено. В настоящей работе исследована 
роль ацетилирования гистона Н4 по остатку лизина в положении 16 (Н4К16-
Ац) в энхансер-промоторном взаимодействии (ЭПВ). Данная модификация 
ассоциирована с эухроматином и участвует в декомпактизации хроматиновой 
фибриллы. Нами показано, что влияние Н4К16-Ац на ЭПВ in vitro зависит 
от степени упаковки ДНК. Так, при неполном насыщении ДНК октамерами 
гистонов транскрипция ингибируется в присутствии этой модификации, а в 
случае, если нуклеосомы занимают все доступные положения на ДНК, ЭПВ 
несколько стимулируется.
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его структуру путем декомпактизации хромати-
новой фибриллы [12].

Материалы и методы
Белки. Все белки транскрипционного ком-

плекса были очищены, как описано ранее [13].
Сборка хроматиновых матриц. Октамеры ги-

стонов без модификаций и с ацетилированием 
гистона H4 по лизину в 16-м положении были 
получены методом, использованным ранее [14], 
хроматин с удаленными концевыми доменами 
гистонов – в результате трипсинолиза очищен-
ного хроматина, выделенного из эритроцитов 
кур [15].

Сборка нуклеосом на линеаризованной 
плазмиде pYP05 была проведена при различных 
соотношениях октамеров гистонов и матрицы 
(0,9:1; 1:1) с использованием градиентного ди-
ализа против буферного раствора, содержащего 
NaCl в концентрации от 2 М до 10 мМ [16].

Проверка качества сборки хроматиновых ма-
триц. Проверка ожидаемого позиционирования 
нуклеосом на используемых матрицах была про-
ведена с использованием метода анализа чув-
ствительности к ферментативному расщепле-
нию. Собранный хроматин был проинкубирован 
с рестрикционными эндонуклеазами AluI и ScaI 
(New England Biolabs, США). ДНК была очище-
на и использована как матрица для полимераз-
ной цепной реакции с одним радиоактивно ме-
ченым праймером (метод удлинения праймера) 
с использованием ДНК-полимеразы Taq (New 
England Biolabs, США). Праймер отжигался не-
посредственно перед промотором [7].

Транскрипция. Условия для транскрипции in 
vitro были оптимизированы для максимального 
использования хроматиновой матрицы. Транс-
крипция была проведена, как описано ранее 
[13]. Во всех экспериментах использовалась оди-
наковая концентрация матрицы.

На матрице был собран закрытый инициа-
торный комплекс (ИКз). Один раунд транскрип-
ции был проведен в реакционной смеси объемом 
50 мкл в трис-ацетатном буфере (50 мМ, pH 8,0), 
содержащем 100 мМ ацетат калия, 8 мМ ацетат 
магния, 27 мМ ацетат аммония, 0,7% ПЭГ-8000 
и 0,2 мМ дитиотреитол при концентрации ДНК 
или хроматина 1нМ, а также 10нМ РНК-поли-
меразы, 300 нМ сигма-фактора 54 и белковых 
факторов регуляции азотного обмена NtrC и 
NtrB в концентрациях 120 и 400 нМ соответ-
ственно. Сначала все компоненты были смеша-
ны вместе в транскрипционном буфере (общий 
объем 40 мкл), инкубировались 15 мин при 37 °С 
для формирования закрытого комплекса. Далее 
5 мкл 40мМ АТФ, разведенного в транскрипци-

онном буфере, было добавлено к реакционной 
смеси до конечной концентрации 4 мМ. Реакция 
проводилась в течение 2 мин при 37 °С для фор-
мирования открытого инициаторного комплекса 
(ИКo). Затем смесь из четырех рибонуклеотид-
трифосфатов (4 мМ каждого) в транскрипцион-
ном буфере   с   2,5 мкКи   [α-32P]-ГТФ   (3000 
Ки/мМ) и 2 мг/мл гепарина была добавлена к ре-
акции для инициации элонгации и ограничения 
циклов транскрипции до одного раунда. Реакция 
проводилась при 37 °С в течение 15 мин и была 
остановлена смесью фенол:хлороформ (1:1). Ра-
диоактивно меченая РНК была очищена и про-
анализирована в денатурирующем полиакрила-
мидном геле. Гель был высушен, перенесен на 
радиочувствительный экран, который далее был 
отсканирован. Данные были проанализированы 
с помощью программы OptiQuant (PerkinElmer, 
США). Эксперименты выполнены в трех повто-
рах, определено среднее значение эффективно-
сти транскрипции и стандартное отклонение для 
выборки данных.

Результаты и обсуждение
В настоящей работе нами была использована 

экспериментальная система in vitro, позволяю-
щая проводить количественный анализ эффек-
тивности ЭПВ в физиологических условиях на 
полинуклеосомных матрицах (рисунок, А) с точ-
но позиционированными нуклеосомами, спон-
танно формирующими хроматиновые фибриллы 
[7, 8]. При этом использовались либо матрицы, 
на которых нуклеосомы занимали все доступные 
положения на ДНК (рисунок, А и Д, 13), либо 
те, на которых отсутствовала одна нуклеосома в 
различных случайных положениях на ДНК (ри-
сунок, Д, 13-1). Эти матрицы содержали либо 
интактные гистоны, либо гистон Н4, ацетилиро-
ваный по лизину в положении 16. Степень сбор-
ки нуклеосом оценивали с помощью анализа 
чувствительности участков ДНК, связанных и не 
связанных с белками, к рестрикционной эндо-
нуклеазе AluI (рисунок, Б и В). Наличие и по-
ложения разрывов в ДНК определяли методом 
удлинения праймера.

С использованием разработанной нами ра-
нее транскрипционной системы in vitro, позво-
ляющей количественно оценить скорость ЭПВ 
на хроматиновой матрице (рисунок, Г), было по-
казано, что при неполном насыщении ДНК ну-
клеосомами (рисунок, Д, матрица 13-1 – отсут-
ствует один гистоновый октамер из тринадцати), 
наблюдается ингибирующее действие Н4К16-
Ац на ЭПВ (рисунок, Д и Е, 13-1). Поскольку 
Н4К16-Ац приводит к нарушению контактов 
положительно заряженного N-концевого участ-
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ка H4 с отрицательно 
заряженным участком 
Н2А/H2В соседней ну-
клеосомы, происходит 
нарушение компактной 
структуры хроматино-
вой фибриллы. При 
этом менее выраженное 
активирующее действие 
наблюдается на матри-
цах с более высоким 
уровнем сборки нукле-
осом (рисунок, Д и Е, 
13). Полученные ре-
зультаты согласуются с 
данными о роли конце-
вых доменов гистонов в 
поддержании ЭПВ [10].

Свободные от ну-
клеосом участки ДНК 
выполняют роль «су-
става» и обеспечивают 
компактной фибрилле 
хроматина возможность 
сгибаться, образовывая 
петлю, для поддержа-
ния эффективной ЭПВ 
[9]. Таким образом, 
структура имеет опти-
мальные динамические 
параметры и остается 
компактной. При аце-
тилировании Н4К16 
компактизация хрома-
тина уменьшается, и 
это ведет к уменьшению 
скорости ЭПВ (рису-
нок, Е, 13-1).

При более высоком 
уровне сборки (рису-
нок, матрица 13) хрома-
тиновая фибрилла более 
жесткая, имеет неопти-
мальные динамические 
параметры и характе-
ризуется высокой сте-
пенью компактизации. 
При ацетилировании 
Н4К16 степень компак-
тизации нарушается, но 
вместе с этим, вероят-
нее всего, увеличивается 
гибкость фибриллы за 
счет открывания участ-
ков свободной ДНК. 
Все это приводит к не-

Рисунок. Влияние ацетилирования лизина в 16-м положении гистона H4 (H4K16-Ац) 
на энхансер-промоторное взаимодействие (ЭПВ) в хроматине. А – схема полинукле-
осомной транскрипционной матрицы, содержащей энхансер и промотор. Б – схема 
эксперимента по определению качества сборки хроматиновых матриц. Полинукле-
осомная матрица, содержащая 13 повторяющихся участков длиной 177 п.н., вклю-
чающих высокоаффинную к гистонам последовательность 601 (601(177)х13), была 
собрана на линеаризованной плазмиде и проинкубирована с рестрикционной эндо-
нуклеазой AluI. Очищенная ДНК была использована как матрица для удлинения ра-
диоактивно меченого праймера. В – характеристика насыщенных нуклеосомных ма-
триц (13) и матриц, в которых отсутствует одна нуклеосома в случайном положении 
(13-1), методом анализа защиты от эндонуклеазного расщепления рестрикционным 
ферментом AluI. Анализ продуктов реакции удлинения праймера методом электро-
фореза в денатурирующем полиакриламидном геле. Детекция радиоактивного сигна-
ла с помощью радиочувствительного экрана и системы считывания флуоресценции. 
Г – экспериментальная схема измерения скорости ЭПВ в хроматине in vitro. ИКз и 
ИКо – закрытый и открытый инициаторные комплексы соответственно. Д – Дей-
ствие H4K16-Ац на ЭПВ в хроматине зависит от насыщенности ДНК нуклеосомами. 
Е – количественный анализ транскриптов, показанных на панели Д. Приведены ре-
зультаты обсчета данных трех независимых экспериментов с указанием стандартного 
отклонения.
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большому активирующему действию Н4К16-Ац 
на ЭПВ при насыщенном уровне сборки хро-
матина (рисунок, Д и Е, 13). Напомним, что в 
случае удаления N-концевых участков гистонов 
на матрице 13 (рисунок, А и Д) ранее наблюда-
лось ослабление эффективности ЭПВ [2]. При 
этом теряется не только компактность, но и ряд 
электростатических взаимодействий внутри фи-
бриллы хроматина, которые, по всей видимости, 
влияют на поддержание эффективного ЭПВ. 
Таким образом, Н4К16-Ац на матрице 13 вызы-
вает эффект, противоположный тому, который 
наблюдается при удалении N-концевых участков 
гистонов.

Полученные нами данные свидетельствуют в 
пользу того, что Н4К16-Ац оказывает различное 
действие на ЭПВ в хроматине в зависимости от 
степени его сборки. Это согласуется с данны-
ми in vivo [17], показывающими, что Н4К16-Ац 

локализуется внутри относительно небольших 
участков активного хроматина, по-видимому, 
открывая доступ транскрипционным факторам к 
участкам их связывания, а также придавая хро-
матиновой фибрилле гибкость, подобную «гиб-
кости сустава», для эффективного ЭПВ. Таким 
образом, скорость ЭПВ в хроматине может уве-
личиваться двумя способами – с помощью уда-
ления отдельных нуклеосом [9] и с помощью 
ацетилирования Н4К16-Ац, как показано в на-
стоящей работе.

Работа выполнена при финансовой под-
держке Российского научного фонда (проект № 
19-74-30003).

Исследование выполнено без использования 
животных и без привлечения людей в качестве 
испытуемых. Авторы заявляют, что у них нет 
конфликта интересов.
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EFFECT OF ACETYLATION OF HISTONE H4 ON COMMUNICATION IN 
CHROMATIN
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    Long-distance interaction plays an important role in the regulation of eukaryotic genes. 
Chromatin structure is involved in the process, but the role of histone modifications 
has not been studied. In the present work the role of acetylation Н4К16 (Н4К16-
Ac) to enhancer-promoter communication (EPC) was analyzed. This modification 
is associated with euchromatin and is involved in the decompaction of chromatin 
fibers. We have shown that the effect of H4K16-Ac on EPC in vitro depends on the 
level of chromatin assembly. EPC in chromatin, which lacks nucleosomes at random 
positions on DNA, is inhibited in the presence of H4K16-Aс. At the same time, 
EPC in chromatin, in which nucleosomes occupy all available positions on DNA, is 
somewhat stimulated in the presence of H4K16-Aс.

Keywords: chromatin, transcription, regulation, enhancers, histones, modifications, 
acetylation
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