Влияние фактора PARP-1 на укладку нуклеосомной ДНК
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Многофункциональный белковый фактор высших эукариот PARP-1 задействован во множестве внутриклеточных процессов – главным образом, в репарации и  наднуклеосомной организации ДНК. Последняя функция белка недостаточно изучена и представляет большой научный интерес в области регуляции активности генов.
В качестве модельной системы для исследования влияния PARP-1 на укладку супервитков ДНК на гистоновом коре использованы мононуклеосомы, собранные in vitro на нуклеосом-позиционирующей последовательности ДНК с линкерным участком длиной 20 п.н. с одной стороны. Предварительно в ДНК методом ПЦР с флуоресцентно-меченными праймерами вводили пару флуорофоров - донор (Cy3) и акцептор (Cy5). Структурные  изменения, происходящие в нуклеосоме, изучали методом микроскопии spFRET (single-particle Förster Resonanse Energy Transfer).  
Методом EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Essay) исследовано связывание  нуклеосом и PARP-1 в различных концентрациях. Методом spFRET микроскопии обнаружены значительные изменения в укладке супервитков ДНК на гистоновом коре при связывании с белковым фактором. Наиболее выраженные структурные перестройки наблюдались  в области входа линкерной ДНК в нуклеосому. При этом структурные изменения затрагивали также ДНК вблизи ее выхода из нуклеосомы.
Продемонстрировано, что мононуклеосомы являются эффективной экспериментальной минимальной моделью для изучения взаимодействия PARP-1 с хроматином.  Определены оптимальные концентрации нуклеосом и PARP1, при которых происходит образование комплексов. Установлено, что связывание PARP1 вызывает изменение укладки ДНК на гистоновом коре  в областях ее входа и выхода из нуклеосомы. 
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