
 

 

 

44 

 
•öáñÓ³ñ³ñ³Ï³Ý ¨ ï»ë³Ï³Ý Ñá¹í³ÍÝ»ñ •Экспериментальные и теоретические 

статьи• 
•Experimental and  theoretical articles• 

 
 
 
Биолог. журн. Армении, 4 (62), 2010    

 
 
 
 

ЗАВИСИМОСТЬ АКТИВНОСТИ ПАРП-1 И 
ИНТЕНСИВНОСТИ ИНТЕРНУКЛЕОСОМАЛЬНОГО 
РАСЩЕПЛЕНИЯ ХРОМАТИНА ОТ КОНЦЕНТРАЦИИ                 

АТФ В ЯДРАХ КЛЕТОК ПЕЧЕНИ КРЫС 
 

М.А. МЕЛЬНИКОВА-ШАРОВА  
 

Ереванский госуниверситет, биологический факультет, кафедра биофизики 
E-mail: melnikova.sharova@ ysu.am 

 
Исследовано действие АТФ на активность поли(АДФ-рибозил)полиме-

разы-1 (ПАРП-1) и интенсивность интернуклеосомального расщепления 
хроматина изолированных ядер клеток печени крыс. 

Показано, что  при инкубации изолированных ядер клеток печени в 
среде, содержащей АТФ, резко понижается как интенсивность интернуклео-
сомального расщепления хроматина, так и активность ядерной ПАРП-1. По-
вышение содержания АТФ в среде инкубации изолированных ядер до коли-
честв, соответствующих максимальным физиологическим  значениям, прак-
тически полностью подавляет не только активность ПАРП-1, но и интернук-
леосомальную фрагментацию хроматина.  

Полученные данные позволяют предположить, что АТФ может быть 
задействован в процессах ремоделирования хроматина посредством регули-
рования активности хроматин-ассоциированного фермента ПАРП-1. 

 
Клеточное ядро  – ДНК – ПАРП-1 –АТФ 

 
Ուսումնասիրվել է ԱԵՖ-ի ազդեցությունը պոլի(ԱԿՖ-ռիբոզիլ)պոլիմերազ-1-ի (ՊԱՌՊ-

1) ակտիվության և քրոմատինի ինտերնուկլեոսոմային ճեղքավորման ինտենսիվության վրա:  
Ցույց է տրվել, որ թե՛ քրոմատինի ինտերնուկլեոսոմային ճեղքավորման ինտեն-

սիվությունը, թե՛ ՊԱՌՊ-1-ի ակտիվությունը նվազում են, երբ կորիզներն ինկուբացվում են 
ԱԵՖ-ի ներկայությամբ: ԱԵՖ-ի քանակի ավելացումն ինկուբացիոն միջավայրում մինչև 
մաքսիմալ ֆիզիոլոգիական քանակները, գրեթե լիովին ճնշում է ոչ միայն ՊԱՌՊ-1-ի 
ակտիվությունը, այլ նաև քրոմատինի ինտերնուկլեոսոմային ճեղքավորումը: 

Ստացված տվյալները թույլ են տալիս ենթադրել, որ ԱԵՖ-ը կարող է մասնակցել 
քրոմատինի ռեմոդելավորման գործընթացին, կարգավորելով ՊԱՌՊ-1−ի ակտիվությունը:  

 

Բջջակորիզ –ԴՆԹ −ՊԱՌՊ-1 −ԱԵՖ 

 

The effect of ATP on activity of poly (ADP-ribose) polymerase-1 in isolated 
rat liver nuclei and the intensity of internucleosomal chromatin fragmentation were 
studied. 

It was shown that addition of ATP into nuclei incubation media dramatically 
suppressed the internucleosomal DNA fragmentation and inhibited the activity of 
nuclear PARP-1. Elevation of ATP content in the incubation medium of isolated 
nuclei up to maximal physiological values nearly completely suppressed both of 
PARP-1 activity and internucleosomal fragmentation of chromatin. 
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These data  suggest that ATP may be involved in the processes of chromatin 

remodeling by regulating the activity of chromatin-associated enzyme PARP-1. 
 

CELL Nuclei – DNA −PARP-1 − ATP 
 
 

ПАРП-1(поли(АДФ-рибозил)полимераза) является ядерным ферментом с 
молекулярной массой 116 кДа. Связываясь с молекулами ДНК в линкерных участ-
ках Zn –фингерными доменами, ПАРП-1 активируется и катализирует расщеп-
ление НАД+ на никотинамид и АДФ-рибозу. Присоединяя молекулы АДФ-рибозы 
к белкам-мишеням, ПАРП-1 синтезирует линейные и разветвленные полимеры 
поли(АДФрибозы). 

ПАРП-1 считается одним из важнейших ферментов, контролирующих 
локальные изменения пространственной организации хроматина и доступность 
последнего для различных факторов, определяющих те или иные функции. Тем 
самым ПАРП-1 играет значительную роль в биологических процессах, определя-
ющих как успешное выживание клеток, так и их гибель. В частности полагается, 
что гиперактивация ПАРП-1 является причиной некротической гибели клеток, 
вследствие истощения клеточного содержания АТФ. Однако прямые доказа-
тельства того, что уменьшение внутриклеточного содержания АТФ является след-
ствием, а не причиной избыточной активации ПАРП-1, отсутствуют.  

Значение АТФ в данном контексте возросло после того, как обнаружилось, 
что АТФ является аллостерическим ингибитором ПАРП-1 in vitro [4, 7]. Отметим, 
что ПАРП-1 является уникальным ферментом, который, не имея протомерных 
субъединиц, имеет систему аллостерического регулирования. Эта уникальность 
обусловлена специфической доменной структурой фермента. АТФ осуществляет 
аллостерическое ингибирование, благодаря тому что почти полностью подавляет 
аутополи(АДФ-рибоз)илирование ПАРП-1, при этом не действуя на способность 
ПАРП-1 к трансполи(АДФ-рибоз)илированию [6].  

Исходя из вышесказанного, мы предположили, что подавление аутопо-
ли(АДФ-рибоз)илирования АТФ будет препятствовать процессу отделения моле-
кулы фермента от ДНК, тем самым уменьшая доступность линкерных участков 
хроматина для внутриядерных эндонуклеаз.   

С целью изучения данного вопроса мы исследовали динамику интернуклео-
сомального расщепления хроматина в ядрах клеток печени крыс в присутствии 
различных физиологических концентраций АТФ и коррелятивного изменения 
активности ПАРП-1 в изолированных ядрах клеток печени крыс (ex vivo). 

 
 
Материал и методика. В работе использованы реактивы фирмы Sigma (США). В ка-

честве экспериментальных животных служили белые беспородные крысы массой 100-120 г. 
Выделение ядер производили по методу [3].  В качестве стабилизаторов ядерных структур и 
хроматина в среду выделения ядер добавляли полиамины и хлориды калия и натрия. Среда 
выделения содержала 0,25 М сахарозу; 0,15 мМ спермин; 0,5 мМ спермидин; 60 мМ KCl;  
15 мМ NaCl; 25 мМ Трис рН 7,4.  

Плотность ядерной суспензии в исследуемых образцах стандартизировали по опти-
ческой плотности проб, растворенных в 0,1 N растворе NaOH. Оптическая плотность ядер-
ной суспензии приводилась в соответствие  с поглощением  1мг/мл ДНК.  

Для инициации интернуклеосомального расщепления ДНК ядер в среду их инкуба-
ции добавляли растворы CaCl2 и MgCl2 с тем, чтобы конечная концентрация двухвалентных 
ионов кальция и магния составляла 1 и 6 мМ соответственно. ДНК выделяли из суспензии 
ядер по ранее описанной методике [1]. Электрофоретические полосы ДНК выявляли после 
окраски гелей бромидом этидия. 

Для определения относительного содержания ДНК в отдельных электрофоретичес-
ких полосах была использована специальная компьютерная программа денситометрирова-
ния (FUJIFILM, Science lab, Image Gauge V 0.4), разработанная для оценки цифровых фото-
графий гелей.  
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Активность ПАРП-1 определяли по модифицированному методу [8]. Метод основан 

на колориметрическом определении окрашенного продукта реакции НАД+ с ацетофеноном 
(поглощение при длине волны, равной 378 нм). Реакционая среда содержала 2 мл ядерной 
суспензии в среде выделения, в которую добавляли  маточные растворы CaCl2, MgCl2 и 
НАД+  с тем, чтобы конечные концентрации указанных веществ составляли 1мМ, 6 мМ, и 
0,5 мМ соответственно. АТФ добавляли в реакционную среду так, чтобы конечные кон-
центрации составляли 1мМ, 5 мМ и 10 мМ в конечном объеме 2,5 мл.   

Через 8 мин после инициации реакции ядра осаждали из реакционной среды центрифу-
гированием (2 мин 8000 g). Количество остаточного НАД+ определяли в аликвотах  надоса-
дочной жидкости (700 мкл) последовательным добавлением KOH, ацетофенона и муравьиной 
кислоты. Конечные концентрации реактивов в реакционной среде составляли 222 мМ, 2,2 % и  
44 % соответственно. Стандартный образец содержал все составляющие реакционной среды 
ПАРП-1 (CaCl2, MgCl2  и НАД+ ), за исключением ядерной суспензии. Активность ПАРП-1 
определяли количеством НАД+, утилизированного ядрами в течение 10 мин [5]. 

 
 
 
Результаты и обсуждение. Согласно полученным нами данным, АТФ по-

давляет активность ПАРП-1 в изолированных ядрах (pис 1).    

 
 

Рис. 1. Действие  различных концентраций АТФ (1 мМ; 5 мМ; 10 мМ) на активность      
ПАРП-1 в изолированных ядрах печени крыс. 

 
 
 
Ранее была отмечена зависимость апоптоза от АТФ [2]. Известно, что 

апоптоз является активным энергозависимым процессом. Отсутствие АТФ или его 
нехватка в клетке приводит к переключению апоптической программы элимина-
ции клеток на некротическую. Было высказано предположение о том, что АТФ 
обеспечивает нарастающий приток ионов Ca2+ в ядро, что необходимо для акти-
вации Ca2+/Mg2+- зависимой эндонуклеазы и тем самым  для успешного заверше-
ния “исполнительской” фазы апоптоза.  

Электрофоретическим разделением ДНК ядер клеток печени и последую-
щим цифровым денситометрированием соответствующих электрофореграмм нам 
удалось установить, что АТФ действует на интенсивность фрагментирования ДНК 
в изолированных ядрах печени. Как выяснилось, присутствие 1мМ АТФ в среде 
инкубации ядер клеток печени крыс угнетает интернуклеосомальное фрагменти-
рование ДНК. Нами было показано, что наличие в среде более высокой кон-
центрации АТФ (5 мМ) полностью подавляет фрагментацию ДНК Ca2+/Mg2+-
зависимой эндонуклеазой, что видно из соответствующей электрофореграммы 
(pис. 2) и диаграммы количественного анализа цифровых денситограмм (pис. 3).  
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Рис. 2. Действие АТФ (1 мМ, 5 мМ ) на процесс интернуклеосомального расщепления 
хроматина в ядрах клеток печени крыс, инкубированных в присутствии ионов Ca2+, Mg2+. 

 
Рис. 3. Сравнение процентного содержания высокополимерных и низкополимерных 

фрагментов ДНК после инкубации ядер в присутствии АТФ (1 и 5 мМ). 
 

 
 
Полученные нами результаты хорошо согласуются с литературными дан-

ными, указывающими на ингибицию микрококковой эндонуклеазы АТФ в системе с 
искусственно сконструированным хроматином. Известно, что зонами атаки этого 
фермента, как и Ca2+/Mg2+-зависимой эндонуклеазы, являются линкерные или интер-
нуклеосомальные участки хроматина. Авторами этой работы было высказано пред-
положение, что связывание АТФ в домене ауторибозилирования ПАРП-1 способ-
ствует укреплению связи ДНК −  фермент, экранируя и тем самым уменьшая дос-
тупность линкерных участков для эндонуклеазы [4]. Таким образом, данные, полу-
ченные нами при исследовании действия АТФ на процесс интернуклеосомального 
расщепления хроматина в ядрах клеток печени крыс, подтверждают гипотезу, вы-
сказанную указанными авторами, исследовавшими влияние АТФ на процесс интер-
нуклеосомального расщепления ДНК в модельных системах in vitro.  

Поскольку поли(АДФ-рибозил)ирование Ca2+/Mg2+-зависимой  эндонуклеазы, 
осуществляемое ПАРП-1, подавляет активность фермента [9], мы предположили, 
что эффективность АТФ, как ингибитора процесса интернуклеосомального фраг-
ментирования,  резко возрастет,  если нам удастся увеличить трансрибозилирующую  
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активность внутриядерной ПАРП-1. Для этого в среду инкубации изолированных 
ядер печени вместе с 1мМ АТФ мы добавили 0,5 мМ НАД+. Результаты этих опытов 
подтвердили правоту сделанного предположения, так как в присутствии НАД+ 1мМ 
АТФ полностью подавляет интернуклеосомальное расщепление внутриядерной 
ДНК (Pис. 4).  

 
 

Рис..4. Совместное действие НАД+ и АТФ на интернуклеосомальную 
фрагментацию.ДНК.(НАД+.0,5мМ,.АТФ.1.мМ). 

 
Ингибируя аутополи(АДФ-рибозил)ирование ПАРП-1 в изолированных яд-

рах печени крыс, АТФ значительно снижает интенсивность интернуклеосомального 
фрагментирования, что свидетельствут об уменьшении доступности хроматина для 
эндонуклеаз. На основании этих данных можно предположить, что истощение со-
держания АТФ в цитоплазме клеток может инициировать интернуклеосомальное 
расщепление хроматина, вследствие активации ауторибозилирования ПАРП-1 и 
связанного с этим увеличения доступности хроматина для эндонуклеаз. 

В настоящее время все больше исследователей склоняются к тому, что стро-
гое разграничение апоптической и некротической форм клеточной смерти является 
условным, поскольку на один и тот же стимул клетки могут реагировать различной 
формой гибели в зависимости от силы, длительности воздействия или энергети-
ческого статуса клеток [10].  В целом, полученные нами данные указывают на то, 
что ПАРП-1 может являться тем посредником, который согласует процесс 
внутриядерной деструкции с энергетическим статусом клетки, не ограничивая 
значение АТФ и НАД+ их сугубо энергетической ролью. 
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