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Полифенол растительного происхождения – генистеин – обладает высокой биологической актив-
ностью, что стимулирует изучение его применимости для профилактики и лечения опухолевых,
сердечно-сосудистых и нейродегенеративных заболеваний. С учетом способности генистеина свя-
зываться с ДНК в настоящей работе исследовано взаимодействие генистеина с нуклеосомами и
комплексами нуклеосом с поли-(АДФ-рибоза)-полимеразой 1 (PARP1). Установлено, что в широ-
ком диапазоне концентраций генистеин не влияет на структуру нуклеосомной ДНК, но при высо-
кой концентрации вызывает изменение структуры линкерной ДНК, сближая спирали ДНК между
собой. В хроматосомах генистеин не вызывает диссоциации линкерного гистона и изменений кон-
формации в области линкерной ДНК. При высокой концентрации генистеин затрудняет образова-
ние комплексов нуклеосом с PARP1. 
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Генистеин (рис. 1а) является вторичным мета-
болитом растений из группы изофлавонов [1]. Ге-
нистеин содержится во многих употребляемых в
пищу продуктах растительного происхождения,
наиболее им богаты соевые культуры [2]. Иссле-
дования показали, что генистеин проявляет вы-
сокую биологическую активность (рис. 1б),
оказывая противовоспалительное [3–5], антиок-
сидантное [6–8], антиангиогенное и антипроли-
феративное [9–11] действие. Подобная актив-
ность генистеина благоприятна для профилакти-
ки и лечения заболеваний, связаных с
нарушениями метаболизма и развитием хрониче-
ских воспалительных процессов. Продемонстри-
рована потенциальная эффективность генистеи-
на в качестве противоопухолевого агента на клет-
ках рака легких [12], молочной железы [13],
предстательной железы [14], печени [15], репро-
дуктивных женских органов [11], почек [16], мо-

чевого пузыря [17] и ЖКТ [18]. В основе противо-
опухолевого действия генистеина лежит способ-
ность модулировать множественные сигнальные
пути в клетке, приводящие к онкотрансформа-
ции [17, 19, 20], регулировать клеточный цикл,
ингибировать матриксные металлопротеиназы
[21], индуцировать апоптоз [12, 22], блокировать
и обращать эпительно-мезенхимальный переход
[15, 18], препятствовать про-опухолевым измене-
ниям эпигенетического ландшафта клетки [23].
Исследования показали потенциальное терапев-
тическое действие генистеина при сердечно-со-
судистых заболеваниях [24]. Молекулярная
структура генистеина сходна со стероидным гор-
моном позвоночных эстрадиолом, что определя-
ет гормоноподобную активность генистеина [5]. 

Для эффективного использования генистеина
в медицине необходимо улучшить его биодоступ-
ность [25, 26] и доказать безопасность его приме-
нения [27]. Одним из важных показателей токси-
кологической безопасности лекарств является
оценка их ДНК-тропного потенциала. Показано,
что генистеин способен взаимодействовать с

Сокращения: Hoechst 33342 – флуоресцентный краситель
бисбензимид, ДМСО – диметилсульфоксид, EGCG –
галлат эпигаллокатехина. 
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ДНК [28, 29]. Из экспериментов по конкурентно-
му связыванию с ДНК флуоресцирующих интер-
каляторов и генистеина следует, что генистеин
эффективно взаимодействует с ДНК при концен-
трациях около 100 мкМ [28], а измеренная кон-
станта диссоциации комплекса ДНК-генистеин
равна 50 мкМ [29].  Поскольку ДНК упакована в
ядре клетки на нуклеосомах и хроматосомах и
функционирует в составе хроматина, важно оце-
нить воздействие генистеина на данные морфо-
функциональные единицы хроматина.

С целью изучения влияния генистеина на
структуру хроматина исследована способность
генистеина проникать в ядро клеток, а также про-
ведена оценка взаимодействия генистеина c нук-
леосомами и хроматосомами, изучено влияние
генистеина на взаимодействие и активацию ядер-
ного фермента системы распознавания повре-
ждений и репарации ДНК поли(АДФ-рибоза)-
полимеразы 1 (PARP1). Было установлено, что ге-
нистеин не влияет на структуру нуклеосом в ко-
ровой области, но при этом в высокой концен-
трации способен сближать линкерные участки
ДНК между собой. При высокой концентрации
генистеин затрудняет образование комплексов
нуклеосом с PARP1, но не вызывает диссоциации
линкерного гистона Н1.0. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Клетки аденокарциномы человека А549 выра-
щивали в среде DMEM/F12 («ПанЭко», Россия) с
добавлением 10% эмбриональной телячьей сыво-
ротки HyClone defined (GE Healthcare LifeScienc-
es, США) и 2 мМ глутамина («ПанЭко», Россия).
Пересевы клеток проводили 2 раза в неделю.
Клетки высевали в 96-луночные плоскодонные
планшеты (плотность посева – 2·104 клеток/лун-
ка) и выращивали сутки при 37°С и 5% СО2. Клет-
ки инкубировали с 2 мкМ проникающего в клет-
ки флуоресцентного красителя бисбензимида
(Hoechst 33342) в течение 2 ч, добавляли генисте-
ин в диапазоне концентраций 25.0–0.8 мкМ с
двойным шагом разведения и инкубировали еще
в течение 4 ч. Генистеин из стокового раствора
(62.9 мМ в диметилсульфоксиде (ДМСО)) добав-
ляли к клеткам через промежуточное разбавление
в ДМСО до 2.5−0.08 мМ. Конечная концентрация
ДМСО в лунках с клетками составляла 1%. В ка-
честве контроля использовали клетки, проинку-
бированные только с 2 мкМ Hoechst 33342 и 1%
ДМСО, а также клетки, проинкубированные
только с генистеином (25.0–0.8 мкМ), чтобы
учесть возможную собственную флуоресценцию
полифенола. Изображения клеток в проходящем
белом свете и флуоресцентные изображения ре-
гистрировали с помощью инвертированного флу-
оресцентного микроскопа ZOE Fluorescent Cel-

Рис. 1. Структура (а) и виды биологической активности (б) генистеина.
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lImager (Bio-Rad, Singapore). Флуоресценцию
Hoechst 33342 возбуждали в диапазоне длин волн
335–375 нм, регистрировали в диапазоне 415–451
нм. Флуоресцентные изображения клеток анали-
зировали с помощью программного обеспечения
ImageJ (National Institute of Health, США) с ис-
пользованием плагина “Analyze particles”. Размер
выборки 400–600 клеток. Эксперименты выпол-
нены в трех независимых повторах. 

Флуоресцентно-меченые ДНК-матрицы дли-
ной 187 п.н. получали методом ПЦР с использо-
ванием плазмиды pTZ57R, содержащей нукле-
осом-позиционирующую последовательность
603 [30]. Для амплификации использовали синте-
тические олигонуклеотиды, меченные флуоро-
форами Су3 и Су5 (ООО «Люмипроб РУС», Рос-
сия). Нуклеотидные последовательности прайме-
ров для синтеза матриц ДНК, меченных Cy3 и
Cy5 по тиминам в положениях 13 и 91 п.н., 35 и
112 п.н. или 57 и 135 п.н. от начала последователь-
ности 603, были опубликованы ранее [31, 32]. Для
получения матрицы ДНК длиной 227 п.н., мечен-
ной в линкерных участках ДНК на расстоянии
10 п.н. от начала и конца нуклеосом-позициони-
рующей последовательности, использовали
праймеры, опубликованные в работе [32]. Сборку
нуклеосом с использованием октамера гистонов
человека проводили методом ступенчатого диа-
лиза с понижающейся ионной силой по методи-
ке, опубликованной ранее [33]. Рекомбинантные
гистоны человека H2A, H2B, H3 и H4, линкерные
гистоны Н1.0 лягушки и Н1.5 человека, а также
PARP1 человека получали, как описано ранее
[34].

Исследование нуклеосом и их комплексов с
генистеином проводили методом микроскопии
одиночных частиц на основе Фёрстеровского
резонансного переноса энергии (микроскопии
spFRET) с использованием подхода, описанного
в статье [32]. Концентрированный раствор гени-
стеина (Sigma, США) готовили в 25% растворе
ДМСО. Нуклеосомы (1–2 нМ) инкубировали с
генистеином в различных концентрациях (48–
400 мкМ, концентрация ДМСО не более 1%) в те-
чение 20 мин в пробирках с низкой адгезией в бу-
фере ТВ150 (20 мМ Трис-HCl (pH 7.5), 5 мМ
MgCl2, 150 мМ KCl, 1 мМ β-меркаптоэтанола)
при комнатной температуре. Ранее методом sp-
FRET-микроскопии было показано, что ДМСО в
концентрации менее 2% не оказывает влияние на
структуру нуклеосом [34].

В экспериментах с хроматосомами нуклеосо-
мы (1–2 нМ) инкубировали с гистонами Н1.0
(15 нМ) или Н1.5 (7.6 нМ) в буфере ТВ150 в тече-
ние 15 мин при комнатной температуре, делили
раствор на две части и одну из них инкубировали
с генистеином (100 мкМ) в течение 20 мин. В экс-
периментах с PARP1 нуклеосомы (1–2 нМ) инку-

бировали с генистеином в различных концентра-
циях (100, 200, 400 мкМ) в буфере ТВ150 при ком-
натной температуре в течение 20 мин, вносили
PARP1 (20 или 40 нМ) и инкубировали еще
30 мин при комнатной температуре. Для оценки
влияния генистеина на каталитическую актив-
ность PARP1 пробы готовили следующим обра-
зом: нуклеосомы (1–2 нМ) инкубировали с поли-
фенолом в различных концентрациях (100, 200,
400 мкМ) в буфере ТВ150 при комнатной темпе-
ратуре в течение 20 мин, вносили PARP1 (40 нМ)
вместе с β-никотинамидадениндинуклеотидом
(NAD+, 20 мкМ, Sigma, США) и инкубировали
еще 45 мин при комнатной температуре.

Образцы переносили в лунки силиконовой
кюветы (Ibidi, Германия), прикрепленной к по-
кровному стеклу (Assistent, Германия), и прово-
дили измерения на лазерном сканирующем кон-
фокальном микроскопе LSM710 с модулем  Сon-
focor3 для корреляционной спектроскопии (Zeiss,
Германия). Концентрация нуклеосом в растворе
(1–2 нМ) была подобрана так, чтобы в фокусе ла-
зера находилось не более одной свободно диф-
фундирующей нуклеосомы. Во время диффузии
нуклеосом (<6 мс) через фокус лазера флуорес-
ценцию возбуждали при длине волны 514.5 нм, а
регистрировали с помощью лавинных фотодио-
дов в диапазонах длин волн 530–635 нм (флуорес-
ценция Су3) и 635–800 нм (флуоресценция Су5).
Измеренные интенсивности флуоресценции Су3
и Су5 использовали для расчета коэффициента
близости E, как описано ранее [35]. Коэффици-
ент E – это величина эффективности FRET без
коррекции на квантовые выходы флуоресцент-
ных меток и на чувствительность системы детек-
ции в разных диапазонах длин волн. Выборки
значений Е измеренных частиц (не менее 3000 ча-
стиц) представляли в виде частотных распределе-
ний, или Е-профилей. Измерения выполняли не
менее, чем в трех независимых экспериментах, а
рассчитанные Е-профили усредняли и аппрокси-
мировали линейной суперпозицией нескольких
гауссовых распределений, описывающих отлича-
ющиеся по структуре субпопуляции нуклеосом.

Оценку влияния генистеина на связывание и
активность PARP1 проводили методами анализа
электрофоретической подвижности нуклеосом и
их комплексов  в геле при неденатурирующих
условиях и с помощью вестерн-блоттинга. Образ-
цы для исследований готовили так же, как и для
spFRET-микроскопии. Электрофорез в 5% по-
лиакриламидном геле проводили при 100 В в бу-
фере 0.2×ТВЕ, содержавшем 3.6 мМ Трис
(рН 7.5), 3.6 мМ борной кислоты и 0.08 мМ
ЭДТА, в течение 1.0–1.2 ч при 4°С. Гель до внесе-
ния проб подвергали префорезу. Флуоресцент-
ный анализ гелей проводили с помощью лазерно-
го сканера Typhoon RGB (Amersham, США) при
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длине волны возбуждения 532 нм по флуоресцен-
ции метки Cy3.

Пробы для вестерн-блоттинга нагревали до
95°C в течение 5–10 мин с добавлением буфера
для нанесения (5× буфер: 312 мМ Трис-HCl,
pH 6.8, 10% додецилсульфата натрия, 25% β-мер-
каптоэтанола, 0.05% бромфенолового синего).
Пробы наносили на градиентный гель (4–12%,
Mini-protean gelsTGX, Bio-Rad, США) и проводи-
ли электрофорез в трис-глициновом буфере
(25 мМ Трис-HCl, 192 мМ глицина и 0.1% доде-
цилсульфата натрия, pH 8.6) при 130 В в течение 1
ч при комнатной температуре. Перенос белка на
подложку из нитроцеллюлозной мембраны (Bio-
Rad) осуществляли в буфере для переноса (50 мМ
MOPS, 50 мМ Трис-HCl, 1 мМ ЭДТА, 3.5 мМ до-
децилсульфата натрия) с 20% этанолом при 4°C
(350 мА, 2 ч). Далее мембрану инкубировали в те-
чение часа в растворе PBS-T (2,7 мМ KCl, 8 мМ
Na2HPO4, 2 мМ KH2PO4, 37 мМ NaCl, 0,5%
Твин 20), дополненном 5% обезжиренным моло-
ком, и промывали дважды раствором PBS-T по 5
мин. Затем мембрану инкубировали с мышины-
ми моноклональными антителами против поли-
АДФ-рибозы (10Н, ab14459, Abcam, США) в тече-
ние 1 ч в растворе PBS-T, содержавшем 5% моло-
ка, промывали, инкубировали 1 ч со вторичными
анти-мышиными антителами, конъюгированны-
ми с пероксидазой хрена (Bio-Rad, Hercules,
США), и снова промывали. Иммунодетекцию
проводили с использованием системы Chemidoc
(Bio-Rad, США) и хемилюминесцентного суб-
страта SuperSignal™ West Pico PLUS Chemilumi-
nescent Substrate (Thermo Fisher, США) в течение
3 мин.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Взаимодействие генистеина с ДНК изучали
in vitro [28, 29], однако его способность проникать
в клетки и накапливаться клеточном ядре мало
изучена. Ранее нами был предложен новый под-
ход к изучению проникновения ДНК-тропных
нефлуоресцирующих и слабо флуоресцирующих
соединений в ядра клеток, основанный на иссле-
довании влияния данных соединений на флуо-
ресценцию красителя Hoechst 33342, появляющу-
юся при образовании им комплексов с ДНК в жи-
вых клетках [34]. Инкубация с генистеином
клеток А549, ДНК в которых предварительно бы-
ла окрашена красителем Hoechst 33342, выявила
концентрационно-зависимое усиление флуорес-
ценции Hoechst 33342 в ядрах (рис. 2). Этот ре-
зультат позволяет заключить, что генистеин, до-
бавленный к клеткам в суб- и микромолярных
концентрациях, способен эффективно прони-
кать через интактную плазматическую мембрану
и накапливаться в клеточном ядре, обеспечивая

тем самым возможность взаимодействия с хрома-
тином. 

Поскольку значительная часть ДНК существу-
ет в ядре в виде нуклеосом, было изучено влияние
генистеина на структуру нуклеосом и комплексов
нуклеосом с ядерными белками. С этой целью
были получены несколько видов нуклеосом, от-
личающихся положением пары флуоресцентных
меток (донора и акцептора): в коровой области
вблизи границ нуклеосомы (нуклеосомы 2LN_P
и 2LN_D с метками соответственно в положениях
+13/+91 и +57/+135 п.н.), в коровой области, от-
даленной от границы нуклеосомы (нуклеосомы
2LN_M с метками в положениях +35/+112 п.н.)
(рис. 3а), и в линкерных участках ДНК (нуклеосо-
мы 2LN_O с метками на расстоянии 10 п.н. от
границы нуклеосомы) (рис. 4а). Различные поло-
жения меток позволяют изучать структурные из-
менения, вызываемые полифенолами в различ-
ных областях нуклеосомы по изменениям в про-
филях распределения частиц по величине Е [34].

Методом spFRET-микроскопии была изучена
концентрационная зависимость влияния гени-
стеина на структуру нуклеосом. Е-профили всех
вариантов нуклеосом, меченных в коровой обла-
сти, характеризуются пиком в области высоких
значений E (рис. 3б−г), характерным для нукле-
осом с нативной укладкой супервитков нукле-
осомной ДНК на октамере гистонов. Инкубация
нуклеосом с генистеином в концентрации 48−
400 мкМ не приводит к существенному измене-
нию Е-профилей: на рис. 3б–г представлены
Е-профили, измеренные при максимальной ис-
следованной концентрации генистеина –
400 мкМ. Это свидетельствует об отсутствии из-
менений в структуре нуклеосомной ДНК, вы-
званных взаимодействием с генистеином.

В то же время генистеин влияет на конформа-
цию линкерных участков ДНК при концентраци-
ях выше 100 мкМ (рис. 4). В согласии с ранее
опубликованными данными [36] для нуклеосом
характерны по меньшей мере две конформации
линкеров, отличающиеся расстоянием между
спиралями ДНК (рис. 4в), которым в Е-профилях
соответствуют два пика в области низких и сред-
них значений Е (рис. 4б). Генистеин вызывает из-
менение структуры линкерной ДНК, сближая
спирали ДНК между собой, и переводит большую
часть нуклеосом в конформационное состояние,
при котором величина Е значительно возрастает
(рис. 4б). По данным электрофореза образование
комплексов нуклеосом с генистеином и структур-
ные изменения в области линкерной ДНК прак-
тически не влияют на подвижность нуклеосом в
геле (рис. 4в).

Как показано ранее, увеличение величины Е,
вызванное сближением спиралей линкерной
ДНК, характерно для образования хроматосом с
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участием линкерного гистона [34, 36]. Известно,
что в результате связывания линкерного гистона
в области диадной оси нуклеосом происходит
конденсация полинуклеосом в структуры более
высокого порядка, а линкерные участки нукле-
осом становятся недоступны для коммуникации
с другими регуляторными элементами хроматина
[37, 38]. Нами исследовано влияние генистеина
на структуру хроматосом, образованных гистона-
ми Н1.0 и Н1.5 (рис. 4б). По данным spFRET-
микроскопии, гистоны Н1.0 и Н1.5 формируют
хроматосомы, отличающиеся по конформации
линкерной ДНК, на что указывают отличия по
величине Е-пиков хроматосом в Е-профилях
(рис. 4б). Судя по величине Е, гистон Н1.5 сбли-
жает спирали линкерной ДНК в области располо-
жения меток так же, как и генистеин, и превосхо-
дит по этому параметру гистон H1.0. Генистеин в
концентрации 100 мкМ не влияет на E-профили
обоих типов хроматосом (рис. 4б). Из этого следу-

ет, что генистеин не вызывает диссоциации лин-
керного гистона Н1.0 и изменений конформации
в области линкерной ДНК в Н1.0-хроматосомах.
Воздействие генистеина, по-видимому, имеет
аналогичный характер и в случае Н1.5-хромато-
сом, но из-за совпадения Е-профилей данных
хроматосом и комплексов нуклеосом с генистеи-
ном сделать однозначный вывод сложно. 

Взаимодействие генистеина с ДНК в хромати-
не, по-видимому, лежит в основе обнаруженного
ранее ингибирования этим полифенолом ДНК
топоизомеразы II [39]. Аналогично можно ожи-
дать, что генистеин способен оказывать влияние
на функциональную активность и других ДНК-
зависимых ферментов. Для проверки этой гипо-
тезы исследовано влияние генистеина на ком-
плексы нуклеосом с ферментом PARP1 – сенсо-
ром разрывов ДНК, инициирующим сборку ком-
плекса репарации повреждений ДНК. 

Рис. 2. Изменение интенсивности флуоресценции Hoechst 33342 в ядрах клеток А549 после инкубации клеток с раз-
личными концентрациями генистеина (GEN). (а) и (б) – Флуоресцентные изображения клеток, проинкубированных
с 2 мкМ Hoechst 33342 в отсутствие и в присутствии 25 мкМ генистеина соответственно. Масштаб – 100 мкм. (в) – Ча-
стотные распределения клеток по интенсивности флуоресценции Hoechst 33342. Клетки инкубировали с 2 мкМ
Hoechst 33342 в отсутствие генистеина или в присутствии его различных концентраций. Согласно контрольным экс-
периментам, собственная флуоресценция генистеина вклада в измеряемую интенсивность флуоресценции Hoechst
33342 не дает. 
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Ранее было показано, что при образовании
комплексов PARP1 реорганизует структуру нук-
леосомы, увеличивая расстояние между соседни-
ми супервитками ДНК на октамере гистонов, что
детектируется как концентрационно-зависимое
появление субпопуляции нуклеосом, которой в
Е-профиле соответствует пик с максимумом в об-
ласти значений Е ~ 0.35–0.45 [40]. В согласии с
этим результатом в настоящей работе PARP1 вы-
зывал сходные изменения в Е-профилях нукле-
осом,  связывая при концентрации 20 нМ часть
нуклеосом (рис. 5 а),  а при 40 нМ – все нуклеосо-
мы (рис. 5 б). Концентрационно-зависимое об-
разование комплексов нуклеосом с PARP1 под-
тверждают и данные электрофореза в нативных
условиях (рис. 5в). Электрофореграмма свиде-
тельствует, что PARP1 образует несколько типов
комплексов с нуклеосомой (рис. 5в), которые, со-
гласно результатам работы [40], отличаются чис-
лом связанных молекул PARP1. 

Методом spFRET-микроскопии установлено,
что генистеин при концентрации 100 и 200 мкМ
не оказывает существенного влияния на образо-

вание и структуру комплексов нуклеосом с 20 нМ
PARP1, а при концентрации генистеина 400 мкМ
он вызывает заметные изменения в Е-профиле
комплексов (рис. 5а). Изменения в Е-профиле
включают в себя уменьшение интенсивности пи-
ка в области значений Е 0.35–0.60 и появление
нового пика с максимумом Е = 0.8. Аналогичные
изменения в E-профиле наблюдали при концен-
трациях генистеина и PARP1, соответственно
400 мкМ и 40 нМ (рис. 5б). С учетом опублико-
ванных ранее данных [40] и данных электрофоре-
за (рис. 5в) эти изменения можно интерпретиро-
вать как снижение в присутствии высокой кон-
центрации генистеина доли комплексов
нуклеосом, связанных с несколькими молекула-
ми PARP1. На это указывают уменьшение пика с
максимумом в области Е ~ 0.45 (рис. 5а,б) и ха-
рактерные изменения в электрофореграмме (рис.
5в). Одновременно в растворе увеличивается доля
свободных нуклеосом, на что указывают данные
электрофореза при 40 нМ PARP1  в присутствии
200 или 400 мкМ генистеина (рис. 5в), при ча-
стичном сохранении образования комплексов
нуклеосом с одной молекулой PARP1 (рис. 5а–в),

Рис. 3. Влияние генистеина (GEN) на структуру коровой области нуклеосом. (а) – Схемы нуклеосом 2LN_P, 2LN_M
и 2LN_D, отличающихся положением флуоресцентных меток (звездочки) в коровой области. (б)–(г) – E-профили
нуклеосом 2LN_P, 2LN_M и 2LN_D соответственно до и после инкубации с 400 мкМ генистеина.
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для которых в Е-профилях характерен пик с мак-
симумом Е ~ 0.8 [40]. Таким образом, генистеин
при высокой концентрации затрудняет образова-
ние комплексов нуклеосом с PARP1. 

Образование комплексов с нуклеосомной
ДНК активирует PARP1 и в присутствии NAD+

ведет к поли-АДФ-рибозилированию гистонов и
самого PARP1 [40]. Увеличение числа и длины
цепочек поли-АДФ-рибозы, прикрепленных к
ферменту, способствует диссоциации PARP1 и
восстановлению исходной структуры нуклеосом,
собранных на донорном хроматине из эритроци-
тов кур [40]. Аналогично в случае нуклеосом, со-
бранных на октамере рекомбинантных гистонов
человека, NAD+-зависимое авто-поли-АДФ-ри-
бозилирование PARP1 приводит к увеличению
доли свободных нуклеосом (рис. 5в) и появлению
в Е-профиле пика с максимумом в области 0.70–
0.75, который свидетельствует о восстановлении
исходной структуры у части нуклеосом после
диссоциации PARP1 (рис. 5б). При этом в обла-
сти низких значений Е наблюдается пик, кото-

рый указывает на то, что часть нуклеосом в про-
цессе поли-АДФ-рибозилирования подвергается
структурным перестройкам, приводящим к зна-
чительному увеличению расстояния между су-
первитками нуклеосомной ДНК в области распо-
ложения меток, возможно, откручиванию нукле-
осомной ДНК от октамера гистонов. Эти
структурные изменения обнаружены для нукле-
осом, собранных на рекомбинантных гистонах
человека (рис. 5б), и не наблюдались для нукле-
осом, собранных на донорном хроматине из
эритроцитов кур [40]. Возможно, отсутствие по-
странсляционных модификаций в рекомбинант-
ных гистонах способствовало более эффективно-
му поли-АДФ-рибозилированию по некоторым
сайтам гистонов, что в итоге вызвало реорганиза-
цию структуры ограниченной субпопуляции нук-
леосом. 

В случае внесения NAD+ в раствор с комплек-
сами «генистеин–нуклеосома–PARP1» E-про-
филь меняется незначительно, а эффективность
образования длинных поли-АДФ-рибозных це-
пей, как показывают данные вестерн-блоттинга,

Рис. 4. Влияние генистеина (GEN) на структуру нуклеосом и хроматосом в области линкерной ДНК. (а) – Схема
нуклеосом 2LN_O, меченных в области линкерной ДНК. Положения флуоресцентных меток показаны звездочками.
(б) – Е-профили нуклеосом, Н1.0-хроматосом (слева) и Н1.5-хроматосом (справа) до и после инкубации с
генистеином (100 мкМ). (в) – Схема, поясняющая влияние генистеина на структуру нуклеосом в области линкерной
ДНК. (г) – Схема, поясняющая структурные изменения в области линкерной ДНК при образовании Н1.0- и Н1.5-
хроматосом и отсутствие влияния генистеина на эти хроматосомы.
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снижается по сравнению с комплексами «нукле-
осома–PARP1» в отсутствие генистеина (рис. 5г).
Отметим, что образование полимеров поли-
АДФ-рибозы изучали с помощью моноклональ-
ных антител 10Н, которые связываются с полиме-
рами длиной более 10 остатков АДФ-рибозы [41].
Одна из возможных причин снижения эффектив-
ности поли-АДФ-рибозилирования в присут-
ствии генистеина – частичное ингибирование
образования комплексов PARP1 с нуклеосомами. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Генистеин является представителем большой
группы биологически активных полифенолов,
способных взаимодействовать с ДНК. Проводи-
мые нами исследования [34, 42–44] показывают,

что полифенолы могут значительно отличаться
по воздействию на хроматин. Так, полифенолы
кверцетин и галлат эпигаллокатехина (EGCG)
при микромолярных концентрациях вызывают
обратимое откручивание нуклеосомной ДНК от
октамера гистонов, не вызывая при этом диссо-
циацию нуклеосом. Основным типом взаимодей-
ствия кверцетина и EGCG с ДНК является их ин-
теркаляция между парами оснований [45–48].

По воздействию на структуру нуклеосом гени-
стеин похож на полифенол ресвератрол, который
также не влияет на структуру коровой области
нуклеосом, но сближает спирали линкерной
ДНК [42]. Известно, что ресвератрол связывается
в узкой бороздке ДНК [49–51]. Генистеин отли-
чается по воздействию на хроматосомы от EGCG,
который вызывает значительные изменения в

Рис. 5. Изучение влияния генистеина (GEN) на образование и структуру комплексов «PARP1–нуклеосома» и на
способность PARP1 к поли-АДФ-рибозилированию. (а) – Е-профили нуклеосом и комплексов нуклеосом с PARP1
(20 нМ) до и после инкубации с генистеином (100, 200 и 400 мкМ). (б) – Е-профили нуклеосом и комплексов
нуклеосом с PARP1 (40 нМ) до и после инкубации с 400 мкМ генистеина и/или 20 мкМ NAD+. (в) – Анализ
электрофоретической подвижности комплексов нуклеосом с PARP1 до и после инкубации с генистеином и/или
20 мкМ NAD+. (г) – Вестерн-блот с использованием антител 10Н на поли-АДФ-рибозу для комплексов нуклеосома-
PARP1 в присутствии NAD+ до и после инкубации инкубации с генистеином: дорожка 1 – нуклеосомы + PARP1 +
+ NAD+, дорожка 2 – нуклеосомы + 400 мкМ генистеина + PARP1+ NAD+, дорожка 3 – нуклеосомы + 200 мкМ +
+ генистеина + PARP1 + NAD+, дорожка 4 – белковые маркеры. 
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структуре хроматосом в линкерной области ДНК
при микромолярных концентрациях, но также не
приводит к диссоциации линкерных гистонов
[34].

Полученные данные позволяют предполо-
жить, что тип взаимодействия полифенола с ДНК
может определять характер его воздействия на
хроматин. Полифенолы-интеркаляторы, по-ви-
димому, способны реорганизовывать структуру
нуклеосом и хроматосом в хроматине, а полифе-
нолы, связывающиеся в узкой бороздке ДНК, на
структуру нуклеосом и хроматосом влияют слабо.
В то же время оба типа полифенолов вследствие
взаимодействия с ДНК могут модулировать
функциональную активность ядерных белков,
связывающихся с ДНК. Например, EGCG, не ме-
шая связыванию PARP1 c нуклеосомами, подав-
ляет поли-АДФ-рибозилирование соседних бел-
ков[52], но не влияет на поли-АДФ-рибозилиро-
вание самого PARP1 [34]. Исследованный нами
генистеин может ослаблять взаимодействие
PARP1 с ДНК, тем самым затрудняя распознава-
ние повреждений ДНК этим ферментом и их по-
следующую репарацию. Возможно, что воздей-
ствие генистеина на раковые клетки, при кото-
ром наблюдается образование разрывов ДНК,
отчасти вызвано этим свойством полифенола и
является одной из причин генистеин-индуциро-
ванного апоптоза [12, 22]. 

Полученные данные свидетельствуют, что от-
личия биологически активных полифенолов по
структуре могут разнонаправленно изменять ха-
рактер их взаимодействия с хроматином и ядер-
ными белками, что предопределяет необходи-
мость детальных исследований даже очень близ-
ких по структуре полифенолов. 
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 Influence of Genistein on the Structure of Nucleosomes and Formation 
of Complexes With PARP1

 T.V. Andreeva*, A.V. Efremenko**, A.V. Feofanov*, **, A.V. Lyubitelev*, A.N. Korovina*,
V.M. Studitsky*, ***, N.V. Malyuchenko*

*Faculty of Biology, Lomonosov Moscow State University, Moscow, 119234  Russia

**Shemyakin-Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Sciences, ul. Miklukho-Maklaya 16/10, 
Moscow, 117997 Russia

***Fox Chase Cancer Center, Philadelphia, Cottman Ave. 333, Philadelphia, PA 19111, USA

The plant-derived polyphenol genistein has high biological activity, which stimulates the study of its applica-
bility for the prevention and treatment of cancer, cardiovascular and neurodegenerative diseases. Given the
ability of genistein to bind DNA, the present work examined the interaction of genistein with chromato-
somes, nucleosomes, and nucleosome complexes with poly(ADP-ribose) polymerase 1 (PARP1). It has been
established that over a wide range of concentrations, genistein does not affect the structure of nucleosomal
DNA, but at high concentrations it causes a change in the structure of linker DNA, bringing DNA helices
closer together. In chromatosomes, genistein does not cause dissociation of linker histone and changes in
conformation in the region of linker DNA. At high concentrations, genistein hinders the formation of nucle-
osome complexes with PARP1.
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