
МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ, 2019, том 53, № 6, с. 1038–1048

1038

ПРОТИВОПОЛОЖНЫЕ ЭФФЕКТЫ ГИСТОНА H1 И БЕЛКА HMGN5
НА ДИСТАНЦИОННЫЕ ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ В ХРОМАТИНЕ

© 2019 г.   Е. В. Низовцеваa, 1, Ю. С. Поликановb, c, 1, О. И. Кулаеваa,
N. Clauvelind, Y. V. Postnikove, W. K. Olsond, В. М. Студитскийa,  f, *

aCancer Epigenetics Program, Fox Chase Cancer Center, Philadelphia, PA, 19422 USA
bDepartment of Biological Sciences, University of Illinois at Chicago, Chicago, IL 60607 USA

cDepartment of Medicinal Chemistry and Pharmacognosy, University of Illinois at Chicago, Chicago, IL 60607 USA
dDepartment of Chemistry and Chemical Biology, BioMaPS Institute for Quantitative Biology, Rutgers,

the State University of New Jersey, Piscataway, NJ 08854 USA
eProtein Section, Laboratory of Metabolism, Center for Cancer Research, National Cancer Institute, NIH,

Bethesda, MD 20892 USA
fБиологический факультет Московского государственного университета им. М.В. Ломоносова,

Москва, 119234 Россия
*e-mail: vasily.studitsky@fccc.edu

Поступила в редакцию 10.05.2019 г.
После доработки 14.06.2019 г.

Принята к публикации 14.06.2019 г.

Транскрипционные энхансеры взаимодействуют с промоторами через протяженные участки хро-
матина, расположенные между ними. Механизм подобных взаимодействий мало изучен. Ранее мы
разработали систему in vitro, позволяющую количественно оценить скорость энхансер-промотор-
ных взаимодействий. С использованием этой системы показано, что фибриллы хроматина поддер-
живают эффективные взаимодействия между энхансером и промотором. В представленной работе
изучена роль линкерного гистона H1 и структурного белка HMGN5 в энхансер-промоторных взаи-
модействиях. Показан значительный ингибирующий эффект Н1 на эффективность энхансер-про-
моторных взаимодействий в хроматине, зависящий от присутствия N- и С-концевых участков бел-
ка. Ассоциированный с активным хроматином белок HMGN5, меняющий связывание Н1 с нукле-
осомой и компактизацию хроматина, ослабляет ингибирующий эффект Н1. Полученные данные
свидетельствуют о том, что эффективность взаимодействия энхансера и промотора зависит от
структуры и динамики фибриллы хроматина, расположенной между ними, и может регулироваться
белками, связанными с хроматином.
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ВВЕДЕНИЕ
Взаимодействия между регуляторными участ-

ками ДНК и их мишенями происходят в ходе ре-
гуляции различных процессов, таких как экс-
прессия генов, транслокация хромосом и сплай-
синг [1, 2]. Показано, что, по крайней мере для
регуляции транскрипции, необходим физиче-
ский контакт между активирующими последова-
тельностями ДНК (энхансерами) и их мишенями ‒
промоторами. Подобные контакты осуществля-
ются через взаимодействия специфических
ДНК-связывающих белков и сопровождаются
образованием петель хроматина [3–5]. Энхансе-

ры могут эффективно активировать транскрип-
цию in cis на различных расстояниях (от сотен до
сотен тысяч пар нуклеотидов) [6]. Чтобы обеспе-
чить формирование петель такого различного
размера, структура хроматина должна быть гиб-
кой и динамичной [7]. Для участия в таких регу-
ляторных взаимодействиях хроматин должен
быть активирован и декомпактизован до уровня
хроматиновой фибриллы [8, 9].

Хроматин имеет довольно мобильную струк-
туру [10, 11], но ее вклад в эффективность энхан-
сер-промоторных взаимодействий (ЭПВ) недо-
статочно изучен. Последовательности ДНК, уда-
ленные друг от друга на расстояние более 1 т.п.н.,
не могут эффективно взаимодействовать in vitro,1 Эти авторы внесли равный вклад.

УДК 576.315.42

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ КЛЕТКИ



МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОЛОГИЯ  том 53  № 6  2019

ПРОТИВОПОЛОЖНЫЕ ЭФФЕКТЫ ГИСТОНА H1 И БЕЛКА HMGN5 1039

если между ними располагается участок линей-
ной ДНК, не организованный в хроматин [12, 13].
Упаковка ДНК в хроматин может улучшать взаи-
модействия участков ДНК как на коротких рас-
стояниях (200 п.н.) [14, 15], так и на протяженных
(до 4 т.п.н.), что показано в экспериментах по
внутримолекулярному лигированию удаленных
последовательностей ДНК [(16] и измерению
ЭПВ in vitro [17, 18]. Линкерный гистон Н1 и бе-
лок HMGN5 существенно влияют на компакти-
зацию хроматина in vitro [19], и их присутствие
коррелирует с активным и неактивным состояни-
ями хроматина in vivo соответственно [20–23].

Поскольку линкерный гистон Н1 и белок
HMGN5 существенно меняют структуру и дина-
мику хроматина, можно предположить, что эти
белки также влияют на ЭПВ в хроматине. Ранее
мы разработали экспериментальную систему,
позволяющую количественно оценить эффек-
тивность ЭПВ в хроматине in vitro [24]. Показано,
что фибрилла хроматина обеспечивает эффек-
тивные ЭПВ, и важную роль в этом процессе иг-
рают N-концевые участки коровых гистонов [25].
В данной работе мы применили эту in vitro систе-
му для изучения роли линкерного гистона Н1 и
белка HMGN5 в ЭПВ в хроматине.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Белки. Все белки транскрипционного ком-

плекса были очищены, как описано ранее [24]. Ги-
стон Н1 выделен согласно [26] и очищен двухэтап-
ной хроматографией с использованием ионооб-
менной колонки Pharmacia Mono S и Phenomenex
Jupiter C4. Использовали смесь всех вариантов Н1
тимуса теленка за исключением Н10. HMGN5 очи-
щен, как описано ранее [19]. Рекомбинантный Н1 и
его мутанты выделены согласно [27].

Сборка хроматиновых матриц. Донорный хро-
матин из эритроцитов курицы, не содержащий
Н1/Н5, получен согласно [28]. Хроматин с уда-
ленными концевыми доменами получен обработ-
кой трипсином донорного хроматина из эритро-
цитов курицы [29].

Сборка хроматина на линеаризованной мат-
ричной ДНК проведена при различных соотно-
шениях донорного хроматина и матрицы (0.75 : 1;
1 : 1; 1.25 : 1) с использованием градиентного диа-
лиза от 1 М до 10 мМ NaCl [28].

Анализ хроматиновых матриц в неденатурирую-
щем геле. Тринуклеосомную матрицу ддя анализа
связывания Н1 с хроматином собирали на 5'-радио-
активно меченном рестрикционном ApoI/EcoRI-
фрагменте плазмиды pYP07, описанной ранее
[25], и содержащей последовательности ДНК 601,
позиционирующие нуклеосомы (НПП), на рас-
стоянии 30 п.н. друг от друга. Матрицы инкуби-
ровали в транскрипционном буфере с Н1 либо с

его мутантными формами в течение 30 мин при
37°С и молярном соотношении линкерного ги-
стона к октамеру 1 : 1. Комплексы разделяли в
0.7%-ном агарозном геле в течение 4 ч при 4°С.
Гель высушивали, экспонировали на радиочув-
ствительный экран (“BioRad”, США) и анализи-
ровали с помощью фосфоимиджера (“BioRad”,
США).

Анализ связывания Н1 с нуклеосомами с помо-
щью нуклеазы микрококков. Связывание Н1 с со-
бранным хроматином проверяли с помощью нукле-
азы микрококков. Хроматиновые матрицы (150 нг)
обрабатывали нуклеазой микрококков (“New En-
gland Biolabs”, CША) в концентрации 3.5 ед./мл в
течение 1 мин при 37°С в транскрипционном буфе-
ре с добавлением 5 мМ CaCl2. Реакцию останавли-
вали стоп-раствором (300 мМ NaAc (pН 5.3), 20 мМ
EDTA pH 8.0). ДНК очищали и радиоактивно ме-
тили протеинкиназой Т4 (“New England Bio-
labs”), далее анализировали электрофорезом в
8%-ном полиакриламидном геле (ПААГ) (39 : 1).
Гель высушивали, экспонировали на радиочув-
ствительный экран, экран сканировали с помо-
щью фосфоимиджера (“BioRad”).

Проверка качества сборки хроматиновых мат-
риц. Ожидаемое позиционирование нуклеосом на
используемых матрицах проверяли с использова-
нием анализа чувствительности к рестрикцион-
ным эндонуклеазам с последующим анализом
методом удлинения праймера. Хроматин собира-
ли на линеаризованной плазмиде pYP05 и обраба-
тывали рестрикционными эндонуклеазами AluI и
ScaI. ДНК очищали и использовали в качестве
матрицы для ПЦР с одним радиоактивно мечен-
ным праймером (метод удлинения праймера) и
Taq-ДНК-полимеразой (“New England Biolabs”).
В данном эксперименте праймер отжигали непо-
средственно перед промотором [30].

Транскрипция. Условия для in vitro транскрип-
ции были оптимизированы для максимального
использования хроматиновой матрицы. Тран-
скрипцию проводили, как описано ранее [24]. Во
всех опытах использовали одинаковую концен-
трацию матрицы.

Вся матрица была линеаризована. На ней соби-
рали закрытый инициаторный комплекс (РПз).
Один раунд транскрипции проводили в реакцион-
ной смеси объемом 50 мкл в транскрипционном бу-
фере, содержащем 50 мМ Трис-OAc (pH 8.0),
100 мМ KOAc, 8 мМ Mg(OAc)2, 27 мМ NH4OAc,
0.7% PEG-8000 и 0.2 мМ дитиотреитол (DTT) при
концентрации ДНК или хроматина 1 нМ, а так-
же 10 нМ РНК-полимеразы E. coli, 300 нМ σ54,
120 нМ NtrC и 400 нМ NtrB. Сначала все компо-
ненты смешивали вместе в транскрипционном
буфере (общий объем 40 мкл), инкубировали в те-
чение 15 мин при 37°С для формирования закры-
того комплекса. Далее 5 мкл 40 мМ АТР, разве-
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денного в транскрипционном буфере, добавляли
в реакцию до конечной концентрации 4 мМ. Ре-
акцию проводили в течение 2 мин при 37°С для
формирования открытого инициаторного ком-
плекса (РПо). Затем смесь из четырех рибонук-
леозидтрифосфатов (по 4 мМ каждого) в тран-
скрипционном буфере с 2.5 мкКи [α-32P]-GTP
(3000 Ки/мМ) и 2 мг/мл гепарина добавляли в ре-
акцию для инициации элонгации и ограничения
циклов транскрипции до одного раунда. Реакцию
проводили при 37°С в течение 15 мин и останав-
ливали смесью фенол : хлороформ в соотноше-
нии 1 : 1. Радиоактивно меченную РНК очищали
и анализировали в денатурирующем ПААГ. Гель
высушивали, экспонировали на радиочувстви-
тельный экран и сканировали, как описано выше.
Данные анализировали с помощью программы
OptiQuant.

Гистон Н1 (12 нМ) инкубировали с РПз при
37°С в течение 30 мин, после чего HMGN5 (24 нМ)
добавляли к смеси и инкубировали на льду в тече-
ние 30 мин перед формированием РПо.

Компьютерное моделирование. Цифровое мо-
делирование ЭПВ на больших расстояниях на по-
линуклеосомных матрицах (12 × 177 п.н.), содер-
жащих 12 повторов НПП ДНК длиной 177 п.н.
проведено по алгоритму, описанному ранее [25].
Вероятность взаимодействия оценивали из рас-
чета расстояний (80‒125 нм) между центрами
РНК-полимеразы и белка NtrC, которые связаны
со специфическими последовательностями ДНК-
матрицы. Предсказанное увеличение взаимодей-
ствий определяли как отношение вероятностей
контактов полинуклеосомной матрицы и линейной
ДНК той же длины. Новое уточнение в методоло-
гии заключается в том, что учитывали форму нук-
леосомы, форму и электростатический потенциал
регуляторного белка NtrC и РНК-полимеразы, а
также структуру ДНК в этих комплексах [5]. По-
движность линкерной ДНК моделировали с участи-
ем движений, затрагивающих отдельные сегменты
ДНК, а исключенный объем детектировали с ис-
пользованием симулятора твердого тела (OpenDE).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Экспериментальная система для ЭПВ

на нуклеосомных матрицах

Для получения хроматиновых матриц с равно-
удаленными на заданное расстояние друг от друга
нуклеосомами, способными спонтанно формиро-
вать хроматиновую фибриллу, использовали после-
довательности ДНК 601. Эти последовательности
обладают высокой аффинностью к гистонам и поз-
воляют точно позиционировать нуклеосомы in vitro
[31] (рис. 1а). Как показано ранее, сверхспирализа-
ция ДНК значительно усиливает ЭПВ [13]. Чтобы
исключить эффект сверхспирализации ДНК на

ЭПВ в хроматине, использовали только линеари-
зованные матрицы, которые позволили количе-
ственно оценить эффективность ЭПВ по описан-
ной ранее схеме [25, 30].

Плазмида pYP05 содержит 13 НПП длиной
147 п.н., расположенных между энхансером и
промотором (рис. 1а). Каждая НПП лежит внут-
ри повторяющегося элемента 177 п.н. длиной
(601177 × 13). Таким образом, расстояние между со-
седними НПП составляет 30 п.н., полинукле-
осомная матрица 601177 × 13 может спонтанно фор-
мировать фибриллу хроматина без линкерных ги-
стонов [32, 33]. Сборка хроматина проведена на
линеаризованной плазмиде pYP05 при различном
соотношении донорного хроматина и ДНК-мат-
рицы (1 : 1, 1 : 0.75 и 1 : 0.5) путем переноса окта-
меров гистонов при градиентном диализе, начи-
ная с 1 М NaCl [30].

Полноту сборки хроматиновых матриц и каче-
ство позиционирования нуклеосом оценивали с

Рис. 1. Анализ хроматиновых матриц и связывания с
ними гистона Н1. а – Хроматиновые матрицы, полу-
ченные с использованием разных соотношений донор-
ного хроматина и ДНК-матрицы, обработаны эндо-
нуклеазами AluI и ScaI, сайты которых расположены
внутри позиционирующих нуклеосомы последователь-
ностей и в линкерной ДНК соответственно. б – ДНК
после обработки эндонуклеазами была очищена, ам-
плифицирована с использованием одного радиоак-
тивно меченного праймера и проанализирована в де-
натурирующем ПААГ. в – Связывание гистона Н1 с
линеаризованной 13-нуклеосомной матрицей прове-
рено с помощью обработки эндонуклеазой микро-
кокков. Как и ожидалось, при связывании Н1 с хро-
матином появляется дополнительная защита при-
мерно 20 п.н. ДНК.

ДНК СН Н

AluI

ДНК СН Н

ScaI

AluI

ScaI

M
H1 H1

б

а

в
Хроматин ДНК
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помощью рестрикционного анализа. Показано,
что увеличение отношения донорный хроматин :
ДНК ведет к улучшению защиты ДНК НПП от
разрезания ферментами [25, 30] (рис. 1б). Даже
при самом высоком соотношении донорного хро-
матина и ДНК большинство нуклеосом формиру-
ется преимущественно на высокоаффинных
НПП, а не на последовательностях энхансера и
промотора [30]. Менее 20% не-НПП-ДНК (вклю-
чая линкерную ДНК, а также энхансер и промо-
тор) покрыто нуклеосомами (рис. 1б). Таким об-
разом, практически все НПП покрыты нуклеосо-
мами, в то время как остальная ДНК плазмиды в
основном свободна от нуклеосом.

Линкерный гистон Н1 ингибирует ЭПВ
в хроматине

Полинуклеосомные матрицы с длиной нукле-
осомного повтора 177 п.н. спонтанно формируют

хроматиновые фибриллы даже в отсутствие лин-
керных гистонов [32, 34]. При связывании лин-
керных гистонов структура таких матриц не пре-
терпевает сильных изменений [32, 33]. Линкер-
ные гистоны связываются с ДНК на входе и
выходе ее из нуклеосомы [27, 35] и уменьшают
скорость спонтанного отворачивания нукле-
осомной ДНК от октамера гистонов [36, 37].
Предположили, что обратимое отворачивание
концов нуклеосомной ДНК от октамера способ-
но увеличивать гибкость фибриллы хроматина и
повышать таким образом скорость ЭПВ [18]. Ес-
ли это предположение верно, то Н1 будет умень-
шать скорость ЭПВ в хроматине. Ранее показали,
что Н1 ингибирует транскрипцию in vitro [38, 39].
Однако предыдущие исследования были направ-
лены на влияние Н1 на ДНК-белковые взаимо-
действия и структуру хроматина, а роль Н1 в уда-
ленных взаимодействиях в хроматине не изучали.

Для оценки влияния линкерного гистона Н1
на скорость ЭПВ были сформированы тран-
скрипционные комплексы на 601177 × 13 полинукле-
осомных матрицах. Затем эти комплексы преин-
кубировали с гистоном Н1 (или его укороченными
вариантами) и использовали в качестве матриц для
транскрипции. Связывание полноразмерного Н1
и его мутантных форм без концевых доменов с
нуклеосомами достигает насыщения при моляр-
ном соотношении гистона Н1 и нуклеосом 1 : 1
(рис. 1в), тем самым подтверждая, что одна моле-
кула Н1 связывает одну нуклеосому.

Скорость ЭПВ измеряли с использованием
плазмиды (pYP05), содержащей NtrC-зависимый
энхансер, который активирует промотор glnAp2
[30], а также 13 нуклеосом, расположенных между
ними (рис. 2а). Экспериментальный подход к из-
мерению скорости ЭПВ в хроматине путем коли-
чественного анализа получаемых транскриптов
приведен на рис. 2б. Энхансер на указанной мат-
рице активировался белковым комплексом NtrC,
который фосфорилировался киназой NtrB [40].
Фосфорилированный NtrC взаимодействует с хо-
лоферментом Eσ54 и стимулирует превращение
неактивного закрытого комплекса в открытый,
функционально активный инициаторный ком-
плекс [41, 42]. В процессе ЭПВ ДНК образует пет-
лю [43].

Транскрипционный анализ (рис. 2в) показы-
вает, что связывание Н1 с интактными полинук-
леосомными матрицами и такими же матрицами,
но с гистонами без концевых доменов, в соотно-
шении 1 : 1 к нуклеосомам приводит к сильному
ингибированию ЭПВ (рис. 2в, г). При этом свя-
зывание Н1 с фибриллой хроматина не должно
изменять ее компактизацию [33]. Поэтому нега-
тивный эффект Н1 на ЭПВ может быть объяснен
следующим: а) уменьшением скорости отворачи-
вания нуклеосомной ДНК от октамера гистонов

Рис. 2. Эффект гистона Н1 на ЭПВ в хроматине. а –
13-нуклеосомная линейная хроматиновая матрица.
Показаны положения РНК-полимеразы и энхансер-
связывающего белкового комплекса (NtrC) на промо-
торе (П) и энхансере (Э) соответственно. б – Схема экс-
перимента по измерению скорости ЭПВ в хроматине.
Формировался закрытый инициаторный комплекс
РНК-полимеразы (РПз), переходящий в открытый
комплекс (РПо) после добавления АТР. Далее добавля-
ли NTP и гепарин, который позволяет ограничить тран-
скрипцию одним раундом и снимает нуклеосомный ба-
рьер. в – Анализ меченых транскриптов в денатурирую-
щем ПААГ после транскрипции при различных
молярных соотношениях Н1 к нуклеосоме. г – Количе-
ственный анализ транскриптов, показанных на рис. 2в.
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[18], так как Н1 связывается и “запирает” ДНК,
входящую и выходящую из нуклеосомы (рис. 3а, б),
увеличением жесткости фибриллы. Гибкость фиб-
риллы хроматина определяется в основном гибко-
стью линкерной ДНК, которая, скорее всего, будет
уменьшаться в результате связывания Н1 (рис. 3а).

Чтобы исключить какие-либо из этих меха-
низмов, а также определить функцию доменов Н1
в ЭПВ использовали мутантные варианты Н1 с
удаленным положительно заряженным С-конце-
вым доменом (1‒127 Н1) и глобулярный Н1
(35‒127 Н1). Обе укороченные формы Н1 связы-
ваются с фибриллой хроматина (рис. 3б). Более
высокая мобильность Н1-содержащих матриц в
геле связана, возможно, с большей жесткостью
этих матриц [44].

При помощи транскрипционного анализа по-
казано, что делеция С-концевого домена Н1 ве-
дет к трехкратному уменьшению ингибирующего
эффекта Н1 (рис. 3в, г). Таким образом, С-конце-
вой домен Н1 играет ключевую роль в ингибирова-
нии ЭПВ гистоном Н1. Этот домен может умень-
шать скорость ЭПВ с использованием обоих меха-
низмов, описанных выше. В поддержку первого
механизма (разворачивания) свидетельствует тот
факт, что скорость ЭПВ на хроматиновых матри-
цах, лишенных N-концевых доменов коровых ги-
стонов, также ингибируется Н1 (рис. 4). Поскольку
хроматиновая фибрилла без концевых доменов ги-
стонов характеризуется минимальными межнукле-
осомными взаимодействиями [36, 45] (рис. 4а),
наиболее вероятно, что Н1 ингибирует спонтан-
ные разворачивания нуклеосомной ДНК от окта-
мера или уменьшает гибкость линкерной ДНК.
Делеция С-концевого домена Н1 приводит к
уменьшению ингибирования Н1 на 30%, в то вре-
мя как делеция обоих концевых доменов Н1 ока-
зывает минимальное влияние на скорость ЭПВ
(рис. 3в, г). Негативный эффект С-концевого до-
мена Н1 на ЭПВ связан, возможно, с внутринук-
леосомными взаимодействиями, так как длина
этого домена слишком мала для взаимодействия с
другими нуклеосомами. Хотя глобулярный Н1
взаимодействует с ДНК на входе и выходе ее из
нуклеосомы [27], подобные взаимодействия не-
достаточны для ингибирования ЭПВ ни одним из
описанных выше способов.

Хотя структуры комплексов Н1-нуклеосомы
определены с низким разрешением [22, 46], в от-
сутствие детальной информации о структуре это-
го комплекса высокого разрешения весьма слож-
но понять, как Н1 влияет на ЭПВ. Точное поло-
жение глобулярного ДНК-связывающего домена
Н1 до сих пор вызывает много вопросов [47]. Еще
более непонятно, как изначально неупорядочен-
ные концевые участки линкерного гистона взаи-
модействуют с ДНК [48]. Более того, расположе-
ние глобулярного домена Н1 может зависеть от

варианта гистона [48] и от формирования “стеб-
ля” ДНК на выходе из нуклеосомного ядра, опи-
саного для тринуклеосомных матриц [27, 49], и
может не происходить на более длинных матри-
цах с варьирующими межнуклеосомными рассто-
яниями. В качестве предварительной аппрокси-
мации взаимодействий Н1–нуклеосома мы оце-
нили как нейтрализация заряда ДНК меняет
конфигурацию и деформируемость фибриллы с
13 равноудаленными интактными нуклеосомами

Рис. 3. Роль различных участков гистона Н1 в ЭПВ в
хроматине. а – Схема связывания гистона Н1 с нук-
леосомой. Н1 связывается с ДНК на входе и выходе из
нуклеосомы, предположительно делая ее менее гиб-
кой. б – Связывание интактного Н1 и его мутантных
форм с хроматином. в – Гистон Н1 и его мутантные
формы, не имеющие С-концевого участка, либо обо-
их концевых участков, добавлены к хроматиновой
матрице после остальных белков, участвующих в
транскрипции. Скорость ЭПВ измерена, как описано
на рис. 2б. Анализ меченых транскриптов в денатури-
рующем ПААГ. г – Количественный анализ тран-
скриптов, показанных на рис. 3в.
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(рис. 5а). Хотя полная нейтрализация ДНК оказы-
вает минимальный эффект на моделируемые
структуры, нейтрализация только линкерной ДНК
заметно меняет компактизацию и пластичность
моделируемой фибриллы (рис. 5а). Распределение
расстояний между концевыми парами нуклеоти-
дов сдвигается в сторону низких значений, а так-
же сужается более существенно, когда нейтрали-
зована только линкерная ДНК (рис. 5б), показы-
вая тем самым, что связывание Н1 может придать
жесткость фибрилле и немного изменить общую
геометрию, сделав ее менее гибкой (рис. 5). Выяс-
нение того, какие именно силы определяют сни-
жение скорости ЭПВ в присутствии Н1, станет
предметом дальнейших исследований.

Таким образом, наши результаты свидетель-
ствуют о том, что Н1 блокирует ЭПВ в хроматине
путем связывания с линкерной ДНК в основном

через С-концевой домен с участием N-концевого
домена. Связывание с линкерной ДНК также мо-
жет ингибировать разворачивание ДНК от октаме-
ра гистонов и (или) уменьшать пластичность фиб-
риллы хроматина. Удаление концевых доменов ги-
стонов предотвращает формирование стабильной
хроматиновой фибриллы и сильно уменьшает ин-
гибирующий эффект Н1 на ЭПВ.

Белок HMGN5 нейтрализует
негативное влияние гистона Н1 на ЭПВ

Для дальнейшей оценки роли гистона Н1 в
ЭПВ в хроматине, а также возможных белков, ко-

Рис. 4. Гистон Н1 ингибирует ЭПВ в хроматине, в ко-
тором отсутствуют концевые домены коровых гисто-
нов. а – Схема связывания Н1 с хроматином без конце-
вых доменов коровых гистонов (Хроматин (–N/–C)).
б – Анализ меченых транскриптов после транскрипции
в присутствии Н1 и без него (как описано на рис. 2б) в
денатурирующем ПААГ. в – Количественный анализ
транскриптов, показанных на рис. 4б.
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торые могут положительно действовать на ЭПВ в
Н1-содержащем хроматине, мы проанализирова-
ли влияние белка HMGN5, связывающего нукле-
осомы, на ЭПВ. HMGN5 связывает Н1-содержа-
щие нуклеосомные матрицы и инициирует ча-
стичное разворачивание 30 нм фибриллы с
длиной межнуклеосомной ДНК 60 п.н. [19]. От-
рицательно заряженный С-концевой домен
HMGN5 взаимодействует с положительно заря-
женным С-концевым доменом Н1, участвую-
щим во взаимодействии Н1–ДНК [19], нарушая
тем самым эти взаимодействия. Таким образом,
можно ожидать, что HMGN5 будет препятство-
вать ингибированию ЭПВ гистоном Н1. Когда
матрицы содержат более короткую межнуклеосом-
ную линкерную ДНК (30 п.н.), как в используемой
здесь экспериментальной системе, связывание Н1 с
полинуклеосомными матрицами незначительно
меняет структуру фибриллы хроматина [32, 33].
Следовательно, ожидается, что HMGN5 затронет
Н1-хроматиновые взаимодействия, но не общую
структуру фибриллы.

Для оценки влияния HMGN5 на скорость
ЭПВ в Н1-содержащем хроматине, а также в хро-
матине, содержащем Н1 без С-концевого участка
(1‒127 Н1), транскрипционные комплексы, сфор-
мированые на 601177 × 13 нуклеосомных матрицах,
инкубировали с Н1 либо с 1‒127 Н1 и/или HMGN5
и анализировали в неденатурирующем геле (рис. 6).
Подвижность Н1-содержащих нуклеосомных
матриц в нативном геле изменялась в присут-
ствии HMGN5 и отличалась от подвижности
HMGN5-содержащих нуклеосомных матриц, по-
казывая тем самым, что Н1 остается связанным с
матрицами в присутствии HMGN5 (рис. 6). Та-
ким образом, Н1 (и 1‒127 Н1) и HMGN5 связы-
ваются с хроматином одновременно.

Как ожидалось, HMGN5 положительно влия-
ет на скорость ЭПВ в Н1-содержащих матрицах
и не влияет на ЭПВ в матрицах, лишенных Н1
(рис. 7а–в). Максимальный эффект наблюдается
при молярном соотношении HMGN5 : нуклеосо-
ма = 2 : 1 (рис. 7в). В присутствии HMGN5 ско-
рость взаимодействий увеличивается примерно в
2 раза по сравнению с Н1-содержащим хромати-
ном, показывая, что HMGN5 отменяет негатив-
ное действие Н1 и его мутантной формы с деле-
тированным С-концевым доменом на ЭПВ. Бо-
лее низкий положительный эффект (примерно
1.5-кратный) HMGN5 на ЭПВ в хроматине, со-
держащем 1‒127 Н1, можно объяснить взаимодей-
ствиями между HMGN5 и N-концевым доменом
Н1, который из-за меньшего положительного за-
ряда N-концевого домена имеет более слабые
контакты с ДНК, чем С-концевой домен HMGN5.
HMGN5 не влияет на ЭПВ на матрицах, содержа-
щих глобулярный Н1 (35‒127), подтверждая тот
факт, что основные взаимодействия Н1‒HMGN5
происходят с участием концевых доменов Н1.

Подводя итог, можно сказать, что белок
HMGN5 частично отменяет отрицательное дей-
ствие Н1 на ЭПВ в хроматине, по-видимому, на-
рушая контакты Н1‒ДНК, которые осуществля-
ются через положительно заряженные концевые
домены гистона Н1 (рис. 7г).

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

В данной работе мы использовали экспери-
ментальную систему in vitro [30], позволяющую
проводить количественный анализ ЭПВ в физио-
логических условиях на полинуклеосомных мат-
рицах с точно позиционированными нуклеосо-
мами, формирующими хроматиновые фибриллы
(рис. 1). Используя эту систему, мы показали сле-
дующее. 1) Связывание линкерного гистона Н1 с
полинуклеосомными матрицами ведет к сильно-
му снижению скорости ЭПВ на интактном хро-
матине и хроматине без концевых доменов коро-
вых гистонов (рис. 2‒4). 2) Ингибирование ЭПВ
гистоном Н1 обусловлено преимущественно

Рис. 6. Связывание белка HMGN5 с трехнуклеосом-
ными матрицами, содержащими интактный гистон
Н1 и его мутантный вариант 1‒127 Н1. Матрицы по-
лучены с использованием радиоактивно меченной
ДНК и проанализированы в агарозном неденатури-
рующем геле после инкубации с Н1 (а), 1‒127 Н1 (б)
и/или HMGN5.
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С-концевым доменом, который, по-видимому, вза-
имодействует с линкерной ДНК и либо умень-
шает гибкость фибриллы, либо ингибирует сво-
рачивание/разворачивание нуклеосомной ДНК
от октамера (рис. 3, 5). 3) Белок HMGN5 нейтра-
лизует отрицательный эффект гистона Н1 на
ЭПВ (рис. 7), с большой вероятностью нарушая
контакты Н1‒ДНК через взаимодействие с кон-
цевыми доменами Н1.

Хроматин может влиять на скорость ЭПВ че-
рез компактизацию ДНК и/или через дополни-
тельный динамический компонент, облегчаю-
щий взаимодействия. Все больше данных свиде-
тельствует о том, что динамический компонент
крайне важен для ЭПВ в хроматине [50]. Наши
более ранние исследования показывают, что
сильный эффект структуры хроматина на ско-
рость ЭПВ невозможно объяснить просто ком-
пактизацией ДНК [18]. Идентифицировано не-
сколько факторов, затрагивающих динамические
свойства хроматина, независимо от их влияния
на компактизацию. 1) Связывание гистона Н1 с

интактным хроматином и хроматином с гистона-
ми без концевых доменов существенно снижает
скорость ЭПВ (рис. 1‒3). Поскольку Н1 мини-
мально изменяет структуру хроматиновой фиб-
риллы, сформированную на матрицах с повтором
из 177 п.н. [32, 33, 36], он должен менять ее дина-
мические свойства, необходимые для эффектив-
ной ЭПВ. 2) Белок HMGN5 также лишь мини-
мально влияет на структуру фибриллы хромати-
на; однако он способен отменять негативный
эффект Н1 на ЭПВ (рис. 7). Таким образом, наши
результаты свидетельствуют о том, что динамика
хроматина и конкурирующие взаимодействия меж-
ду белками, связывающими нуклеосомы, играют
решающую роль в определении скорости ЭПВ.

Связывание линкерного гистона Н1 сильно
ингибирует ЭПВ в хроматине (рис. 2‒4). Это ин-
гибирование, вероятно, происходит с участием
взаимодействий Н1‒ДНК, так как разрушение
этих взаимодействий, будь то удаление концевых
доменов гистонов (рис. 4) или добавление
HMGN5 (рис. 7), ведет по крайней мере к частич-
ной отмене ингибирующего эффекта Н1. По-
скольку связывание Н1 не меняет структуру хро-
матиновой фибриллы [32], наиболее значимым
представляется его влияние на гибкость фибрил-
лы и разворачивание–сворачивание нуклеосом-
ной ДНК от октамера. Связанный с хроматином
Н1 уменьшает гибкость фибриллы хроматина
[44, 51]. Подобное снижение гибкости согласует-
ся с наблюдаемым уменьшением эффективности
ЭПВ в присутствии Н1.

На расстоянии более 1 т.п.н. на линейной или
релаксированной ДНК, свободной от гистонов,
ЭПВ происходит медленно и является скорость-
лимитирующей стадией в процессе транскрип-
ции in vitro [13]. ЭПВ на таком расстоянии в хро-
матине происходят гораздо быстрее, и могут регу-
лироваться с помощью различных факторов, от-
раженных в нашей работе. Следовательно, ЭПВ в
хроматине может быть новым скорость-лимити-
рующим этапом в регуляции экспрессии генов. В
частности, возможно, что модификации гисто-
нов, дестабилизирующие фибриллу хроматина (та-
кие, как ацетилирование Н4К16) [52], могут сни-
зить эффективность ингибирования гистоном Н1
[53] и увеличить эффективность ЭПВ. Другой воз-
можный сценарий заключается в том, что модифи-
кации или замена линкерных гистонов могут
быть необходимы для активации доменов хрома-
тина. Так, фосфорилирование линкерных гисто-
нов предотвращает ингибирование АТР-зависи-
мого ремоделирования [54], а деубиквитиниро-
вание гистона Н2А усиливает вытеснение Н1 в
процессе активации [55]. Белок HMGN5, связан-
ный с активным хроматином [19], улучшает ЭПВ в
хроматине in vitro (рис. 7) и может дестабилизиро-
вать также фибриллу хроматина in vivo.

Рис. 7. Белок HMGN5 нейтрализует негативный эф-
фект гистона Н1 на ЭПВ. а, б – Анализ меченых тран-
скриптов в денатурирующем ПААГ после транскрип-
ции нуклеосомных матриц в присутствии гистона Н1,
1‒127 Н1 и/или белка HMGN5. Скорость ЭПВ измеря-
ли, как на рис. 2б. в – Количественный анализ тран-
скриптов, показанных на рис. 7б. г – Схема взаимодей-
ствия белков Н1 и HMGN5 с хроматиновой матрицей.
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Данная работа показывает, что хроматиновая
фибрилла представляет собой динамичную струк-
туру, поддерживающую эффективные взаимодей-
ствия и имеющую высокую степень компактиза-
ции в процессе ЭПВ. Нами идентифицированы
факторы, которые сильно влияют на скорость
ЭПВ, такие как Н1 и HMGN5. Наши данные сви-
детельствуют о том, что ЭПВ можно рассматривать
как регулируемую стадию экспрессии генов эука-
риот.
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OPPOSITE EFFECTS OF HISTONE H1 AND HMGN5 PROTEIN 
ON DISTANT COMMUNICATION IN CHROMATIN
E. V. Nizovtseva1, Y. S. Polikanov2, 3, O. I. Kulaeva1, N. Clauvelin4,

Y. V. Postnikov5, W. K. Olson4, V. M. Studitsky1, 6, *
1Cancer Epigenetics Program, Fox Chase Cancer Center, Philadelphia, PA, 19422 USA
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4Department of Chemistry and Chemical Biology, BioMaPS Institute for Quantitative Biology,
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*e-mail: vasily.studitsky@fccc.edu

Transcriptional enhancers in the cell nuclei typically interact with the target promoters in cis over long
stretches of chromatin, but the mechanism of this communication remains unknown. Previously we have de-
veloped a defined in vitro system for quantitative analysis of the rate of distant enhancer-promoter communi-
cation (EPC) and have shown that the chromatin fibers maintain efficient distant EPC in cis. Here we inves-
tigate the role of linker histone H1 and HMGN5 protein in EPC. A considerable negative effect of histone
H1 on EPC depending on its C- and N-tails was shown. Protein HMGN5 affected chromatin compaction
and associated with active chromatin counteracts EPC inhibition by H1. The data suggest that the efficiency
of the interaction between the enhancer and the promoter depends on the structure and dynamics of the chro-
matin fiber localized between them and can be regulated by proteins associated with chromatin.

Keywords: chromatin, enhancer-promotor communication, transcription in vitro, H1, HMGN5
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