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Госсипол является высокоактивным соединением, обладающим противовирусными, ан-
тиоксидантными, противомикробными, противомалярийными и противоопухолевыми 
свойствами. Известно, что противоопухолевый эффект госсипола связан с генотоксич-
ностью, однако взаимодействие госсипола с хроматином не было изучено. В данной ра-
боте методом микроскопии одиночных частиц на основе Фёрстеровского резонансного 
переноса энергии установлено, что при концентрациях 10 мкМ и выше госсипол вызы-
вает значительные структурные изменения в конформации нуклеосомной ДНК на окта-
мере гистонов. Эти изменения затрагивают не менее 35 п.н. нуклеосомной ДНК, увели-
чивают расстояние между соседними супервитками нуклеосомной ДНК в этой области 
до 9 нм или более и вызваны разворачиванием нуклеосомной ДНК. Наличие участков 
линкерной ДНК несколько увеличивает устойчивость нуклеосом к действию госсипола 
по сравнению с кор-нуклеосомами. При концентрации 30 мкМ и выше госсипол полно-
стью разрушает структуру нуклеосом, вызывая диссоциацию гистонов от ДНК. Полу-
ченные данные свидетельствуют о том, что наблюдаемая in vivo генотоксичность госси-
пола может быть связана с прямым воздействием госсипола на хроматин, приводящим 
к нарушению структуры нуклеосом. 
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ный перенос энергии

Госсипол является природным соединением – 
вторичным метаболитом, синтезируемым растени-
ями рода Gossypium (хлопчатник) в качестве защиты 
от патогенных микроорганизмов и травоядных жи-
вотных [1]. Он представляет собой динафталевый 
альдегид с полифенольными гидроксильными 
группами и может существовать в виде (+)- 
и (-)-энантиомеров из-за вращения вокруг бинаф-
тильной связи [2]. Являясь биологически активным 
соединением, госсипол обладает противовирусны-
ми, интерферон-индуцирующими, антиоксидант-
ными, противомикробными, противомалярийны-
ми и противоопухолевыми свойствами [3]. 
В настоящее время ведутся более 28 клинических 
испытаний госсипола в качестве отдельного препа-
рата и в комбинации с другими лекарствами.

В микромолярных концентрациях госсипол 
способен активировать как внутренние, так 
и внешние пути апоптоза в раковых клетках раз-
личного фенотипа [4]. По механизму действия 
госсипол относят к BH3-миметикам (домен Bcl-2 
homology domain 3), блокирующим взаимодей-
ствие между белками Bcl-2/Bcl-xL и Beclin-1 или 
Bax и вызывающим тем самым апоптоз и аутофа-

гию [5, 6]. Обнаружено, что в микромолярных 
концентрациях госсипол ингибирует репликацию 
ДНК, вызывая остановку клеточного цикла 
в S-фазе [7]. Установлено, что одной из ядерных 
мишеней госсипола является белок PARP-1, уча-
ствующий в репарации и репликации ДНК [8]. 
Еще одним видом активности госсипола является 
генотоксичность [9, 10], которая может быть вы-
звана его непосредственным воздействием на хро-
матин. В то же время вопрос о том, может ли гос-
сипол напрямую влиять на структуру хроматина, 
остается открытым.

Нуклеосомы являются функциональной 
и структурной единицей хроматина и могут быть 
получены in vitro путем прямой сборки из гисто-
нов и ДНК. Они широко применяются в молеку-
лярно-биологических исследованиях [11–16] 
и позволяют, в том числе, изучать влияние раз-
личных лекарственных соединений на хроматин. 
При этом микроскопия одиночных частиц на ос-
нове Фёрстеровского резонансного переноса 
энергии (spFRET-микроскопия) обеспечивает 
возможность исследования структурных измене-
ний в нуклеосомах при взаимодействиях с белко-
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выми факторами и другими биологически актив-
ными соединениями [17, 18].

В данной работе представлены результаты изу-
чения воздействия госсипола на структуру хрома-
тина с использованием метода spFRET-микро-
скопии и флуоресцентно-меченых нуклеосом, 
имеющих различную структуру в области линкер-
ной ДНК.

Материалы и методы
В работе использовали госсипол фирмы Sigma 

(США) в виде рацемической смеси (±)-энантио-
меров.

Флуоресцентно-меченые ДНК-матрицы дли-
ной 147, 167 и 187 п.н. получали методом полиме-
разной цепной реакции на основе нуклеосом-по-
зиционирующей последовательности 603 [19] 
с использованием синтетических олигонуклеоти-
дов-праймеров, меченных флуорофорами Су3 
и Су5 (Lumiprobe, Россия):

Р-прямой с линкером – 5’-AAGCGACACCG
GCACTGGGCCCGGTTCGCG 

C[Cy3-dT]CCCGCCTTCCGTGTGTTGTCGT
CTCTCGGGCGT-3’;

P-обратный с линкером – 5’-AACCATGATG
GGCACTGGGTACCCCAGGGACTTGAAGT AA
TAAGGACGGAGGGCCTCTTTCAACATCGATG
CACGG[Cy5-dT]GGTTAG-3’;

M-прямой с линкером – 5’-CAAGCGACACC
GGCACTGGGCCCGGTTCGCGCTCCCGC 
CTTCCGTGTGTTGTCG[Cy5-dT]CTCTC-3’;

M-обратный с линкером – 5’- GAACCATGAT
GGGCACTGGGTACCCCAGGGACTTGAA 
G T A A T A A G G A C G G A G G G C C [ C y 3 - d T ]
CTTTC-3’; 

Р-прямой без линкера – 5’-CCCGGTTCGC 
G C [ C y 3 - d T ] C C C G C C T T C C G T G T 
GTTGTCGTCT CTCGG-3’; 

Р-обратный без линкера – 5’-ACCCCAGGGA
CTTGAAGTAATAAGGACGGAGGGCCTCT 
T T C A A C A T C G A T G C A C G G [ C y 5 - d T ]
GGTTAG-3’;

М-прямой без линкера – 5’-CCCGGTTCGC
GCTCCCGCCTTCCGTGTGTTGTC

G[Cy5-dT]CTCTCGG-3’;
М-обратныйбезлинкера – 5’-ACCCCAGGGA

CTTGAAGTAATAAGGACGGAGGG CC[Cy3-dT]
CTTTCAACATCGAT-3’.

ДНК-матрицы длиной 147 и 187 п.н. получа-
ли, используя соответственно праймеры без лин-
кера и праймеры с линкером. ДНК-матрицу дли-
ной 167 п.н. получали с помощью прямого 
праймера с линкером и обратного без линкера. 
Качество полученных ДНК-матриц контролиро-
вали электрофоретическим разделением в агароз-
ном геле. ДНК выделяли из геля и очищали, ис-
пользуя набор реактивов Cleanup Standard 
(Евроген, Россия). ДНК-матрицы содержали мет-
ки в положениях 13, 91 п.н. или 35, 113 п.н. от на-

чала нуклеосом-позиционирующей последова-
тельности 603.

Для сборки нуклеосом использовали хрома-
тин без гистона Н1, который выделяли из эритро-
цитов цыплят, как описано ранее [20]. Нуклеосо-
мы собирали на ДНК-матрицах с помощью 
ступенчатого диализа против раствора NaCl 
в уменьшающейся концентрации при 4°С по соот-
ветствующему протоколу [21]. Далее мононуклео-
сомы очищали от избытка донорного хроматина 
и неспецифических продуктов реакции с помо-
щью препаративного электрофореза в 4%-ном по-
лиакриламидном геле. 

Измерения методом spFRET микроскопии 
выполняли с помощью лазерного сканирующего 
конфокального микроскопа LSM710-Сonfocor3 
(Zeiss, Германия), используя систему детекции на 
основе лавинных фотодиодов и 40× водно-иммер-
сионный объектив С-planApochromat (NA=1,2), 
как описано ранее [20]. Нуклеосомы (~1 нМ) ин-
кубировали с госсиполом (10–30 мкМ) в течение 
20 мин в пробирках с низкой адгезией в буфере 
ТВ150 (20 мМ Трис-HCl (pH 7,5), 5 мМ MgCl2, 
150 мМ KCl, 1 мМ β-меркаптоэтанол) и для изме-
рений переносили в силиконовые лунки на по-
кровном стекле. Измеренные интенсивности  
флуоресценции меток Су3 и Су5 в составе оди-
ночных нуклеосом использовали для расчета  
коэффициента близости EPR, как описано  
ранее [20]. EPR рассчитывали по формуле:

EPR = (Ia – 0,19Id)/(Ia + 0,81Id),
где Id и Ia – интенсивности соответственно флуо-
ресценции донора (Cy3) и акцептора (Cy5), а 0,19 
и 0,81 – коэффициенты, позволяющие учесть по-
правку на перекрывание спектров флуоресценции 
меток в области 635–800 нм. Коэффициент близо-
сти EPR – это аналог эффективности FRET без 
учета поправок на квантовые выходы флуорофо-
ров и отличия в чувствительности прибора в обла-
стях испускания флуоресценции Cy3 и Cy5. Вы-
борку значений EPR для всех проанализированных 
нуклеосом (2000–4000 частиц) представляли 
в виде частотного распределения нуклеосом по ве-
личине EPR (EPR-профиль). EPR-профили описы-
вали в виде линейной суперпозиции двух нор-
мальных (гауссовых) распределений (коэф- 
фициент детерминации R2 > 0,86), соответство-
вавших двум отличающимся по структуре субпо-
пуляциям нуклеосом. Долю субпопуляции нукле-
осом с интактной структурой рассчитывали как 
отношение площади под гауссовым пиком 
с бόльшими значениями EPR к общей площади 
под EPR-профилем, усредняли по повторным из-
мерениям и представляли на гистограмме как 
среднее ± ошибка среднего. Возможность диссо-
циации нуклеосом при взаимодействии с госсипо-
лом оценивали с помощью «нативного» электро-
фореза в 4%-ном полиакриламидном геле. 
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Результаты и их обсуждение 
Для изучения взаимодействий госсипола с нук-

леосомами использовали три типа нуклеосом: без 
линкерных участков ДНК, а также с одним или 
двумя участками линкерной ДНК длиной по 
20 п.н. каждый, как схематично изображено на 
рисунке. Донор-акцепторная пара меток находи-
лась на соседних сверхвитках нуклеосомной ДНК 
вблизи входа ДНК в нуклеосому (мечение по 13 
и 91 п.н.; нуклеосомы Р0, Р1, Р2, где цифра обоз-
начает число участков линкерной ДНК) или в от-

даленной от входа области (мечение по 35 
и 112 п.н.; нуклеосомы М0, М1, М2, где цифра – 
число линкерных участков). Два варианта распо-
ложения меток обеспечили возможность анализа 
структурных изменений в различных участках 
ДНК кор-нуклеосом. Величину EPR измеряли от 
одиночных нуклеосом, свободно диффундирую-
щих через фокус лазерного луча [20]. Изменение 
структуры нуклеосом выявляли, сравнивая  
EPR-профили до и после инкубации нуклеосом 
с госсиполом (рисунок).

Рисунок. Госсипол влияет на структуру нуклеосом. 
(А–Е) Анализ влияния госсипола на структуру нуклеосом с помощью spFRET-микроскопии. Представлены EPR-профили ну-
клеосом P0 (A), P1 (Б), P2 (В), М0 (Г), М1 (Д) и М2 (E) в отсутствие госсипола и в присутствии госсипола в концентрации 10 
(GOS10), 20 (GOS20) или 30 (GOS30) мкМ . На вставках схематично показаны положения меток Су3 и Су5 (звездочки) на сосед-
них сверхвитках нуклеосомной ДНК. 
(Ж, З) Гистограммы, показывающие долю (%) субпопуляции нуклеосом с высокими значениями EPR при различных концентра-
циях госсипола для нуклеосом P0, P1 и P2 (Ж), а также М0, М1 и М2 (З).
(И) Электрофореграмма (4%-ный полиакриламидный гель, нативные условия электрофореза, детекция по флуоресценции Су5 
в составе ДНК-матрицы) нуклеосом, содержащих один участок линкерной ДНК в отсутствие госсипола и в присутствии госси-
пола в концентрации 10, 30 или 100 мкМ. Справа отмечено положение нуклеосом (Нукл) и свободной ДНК-матрицы (ДНК). 
М – маркерные фрагменты ДНК, указана длина в п.н. 
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EPR-профили всех типов исследуемых нуклео-
сом характеризуются интенсивным пиком в обла-
сти больших значений EPR и минорным пиком 
в области малых EPR (рисунок, А–Е). Такой тип 
EPR-профиля соответствует доминированию 
в растворе субпопуляции нуклеосом с плотной 
укладкой витков нуклеосомной ДНК на октамере 
гистонов в области расположения меток, харак-
терной для интактных нуклеосом [12]. Минорный 
пик отвечает за присутствие в растворе нуклеосом, 
у которых нарушена укладка ДНК, и свободной 
ДНК, образующейся при диссоциации нуклеосом. 
Инкубация нуклеосом с госсиполом приводит 
к изменению EPR-профилей, что указывает на из-
менение структуры нуклеосомы в этом комплексе. 
Изменения в EPR-профилях заключаются в сни-
жении интенсивности пика в области больших 
значений EPR и увеличении интенсивности пика 
в области малых EPR (рисунок, А–Е). Эти измене-
ния обнаруживаются при концентрации госсипо-
ла 10 мкМ и усиливаются при ее увеличении. Из 
анализа EPR-профилей Р0, Р1 и Р2 следует, что 
при 10 мкМ госсипола структурные изменения 
происходят в области входа ДНК в коровую об-
ласть в ~30% нуклеосом Р0 и Р2, то есть независи-
мо от присутствия или отсутствия двух участков 
линкерной ДНК (рисунок, Ж). Эти изменения 
слабее затрагивают более удаленные от входа 
участки нуклеосомной ДНК, о чем свидетельству-
ет увеличение доли нуклеосом М0 с нарушенной 
в области расположения меток структурой всего 
на 7% и отсутствие структурных перестроек в об-
ласти меток в нуклеосомах М2 (рисунок, Г, Е, З). 
В случае нуклеосом М1 с одним участком линкер-
ной ДНК структурные изменения наблюдались 
у 20% нуклеосом. Оценка зависимости эффектив-
ности FRET от расстояния между метками позво-
ляет заключить, что снижение величины EPR 
практически до нуля свидетельствует об увеличе-
нии расстояния между соседними супервитками 
ДНК до 9 нм или более в областях 13-й и 91-й, 
а также 35-й и 112-й п.н. [12].

При 20 мкМ госсипола доля нуклеосом со 
структурным изменениями, затрагивающими не 
менее 13 п.н. нуклеосомной ДНК, возрастает до 
59, 42 и 55% соответственно у нуклеосом P0, Р1 
и Р2. При этом увеличивается немного и доля нук-
леосом с изменениями, затрагивающими не менее 
35 п.н. нуклеосомной ДНК. При 30 мкМ госсипо-

ла значительно возрастает доля нуклеосом с изме-
нениями, вовлекающими не менее 35 п.н.,  
но нуклеосомы с двумя линкерными участками  
(Р2, М2) демонстрируют повышенную устойчи-
вость к действию госсипола. 

Исследования методом электрофореза в полиак-
риламидном геле показали, что структурные изме-
нения, обнаруживаемые методом spFRET-
микроскопии, при 10 мкМ госсипола не приводят 
к диссоциации нуклеосом, а при 30 мкМ около 60% 
нуклеосом диссоциирует с образованием свобод-
ной ДНК (рисунок, И). Госсипол в концентрации 
100 мкМ полностью разрушает нуклеосомы, вызы-
вая диссоциацию гистонов от ДНК (рисунок, И). 

Таким образом, результаты проведенных ис-
следований показывают, что при низких концен-
трациях (10 мкМ) госсипол, связываясь с нуклео-
сомами, вызывает структурные изменения, 
приводящие, наиболее вероятно, к откручиванию 
нуклеосомной ДНК от белкового кора без потери 
гистонов. Механизм воздействия госсипола на нук-
леосомы требует более детального изучения, так 
как возможное взаимодействие госсипола с гисто-
нами не исследовалось, а о комплексах госсипола 
с ДНК известно только то, что они образуются 
[22, 23]. Возможно, связывание госсипола с нуклео-
сомной ДНК приводит к нарушению взаимодей-
ствий между ДНК и коровыми гистонами, что при 
концентрациях госсипола 30–100 мкМ вызывает 
концентрационно-зависимую диссоциацию ну-
клеосом, сопровождающуюся полным освобожде-
нием ДНК от коровых гистонов. Полученные дан-
ные позволяют предположить, что наблюдаемая in 
vivo генотоксичность госсипола может быть опос-
редована прямым воздействием госсипола на хро-
матин, приводящим к нарушению его структуры. 

Отметим, что экспериментальная система на 
основе флуоресцентно-меченых нуклеосом и ме-
тода spFRET-микроскопии является удобным ин-
струментом для изучения воздействия различных 
биологически активных соединений на структуру 
хроматина. 

Исследование выполнено при финансовой 
поддержке Российского фонда фундаментальных 
исследований (проект №17-54-33045). Работа про-
ведена без использования животных и без привле-
чения людей в качестве испытуемых. Авторы заяв-
ляют об отсутствии конфликта интересов.
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Effect of gossypol on nucleosome structure
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Gossypol is a highly active compound with antiviral, antioxidant, antimicrobial, antimalarial 
and antitumor properties. It is known that the antitumor effect of gossypol is associated with 
genotoxicity, but interaction of gossypol with chromatin was not investigated. In this work, 
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ВЛИЯНИЕ ГОССИПОЛА НА СТРУКТУРУ НУКЛЕОСОМ

using microscopy of single particles based on the Förster resonance energy transfer it was 
found that at 10 M or higher concentration, gossypol causes significant structural changes in 
the conformation of nucleosomal DNA on the histone octamer. These changes affect at least 
35 bp of nucleosomal DNA, increase the distance between neighboring gyres of nucleosomal 
DNA in this region to 9 nm or more, and appear to be associated with uncoiling of 
nucleosomal DNA. The presence of linker DNA somewhat increases the resistance of 
nucleosomes to the gossypol action, as compared with core nucleosomes. At a concentration 
of 30 μM or higher, gossypol completely disrupts the structure of nucleosomes, causing 
dissociation of core histones from DNA. The obtained data indicate that gossypol genotoxicity 
observed in vivo could be associated with a direct effect of gossypol on chromatin, leading to 
destabilization of the nucleosome structure. 

Keywords: gossypol, nucleosome, chromatin, fluorescence, Förster resonance energy transfer
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