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1. Общая характеристика работы 

1.1. Актуальность исследования 

АДФ-рибозилирование – одна из посттрансляционных модификаций, происходящих 

в клетке, обеспечивающая функционирование многих клеточных процессов, таких как 

репарация, репликация, транскрипция, регуляция клеточного цикла, апоптоз. 

Катализируют эту реакцию преимущественно белки семейства ARTD – ADP-

ribosyltransferase diphtheria toxin-like. Исторически первым названием этого семейства 

белков было поли(ADP-рибоза)полимеразы с сокращением PARP. Поскольку новая 

номенклатура белков ARTD еще не активно используется в литературе, в данной работы 

мы будем придерживаться устоявшихся названий белков PARP. У млекопитающих данное 

семейство насчитывает 17 представителей, у которых имеется общий консервативный 

каталитичекий домен. Лишь для одного фермента - PARP13, на сегодняшний день 

отсутствуют данные о каталитической активности. Остальные белки этого семейства при 

реализации своей каталитической функции осуществляют перенос одной или нескольких 

мономеров АДФ-рибозы с использованием в качестве субстрата NAD+ на молекулы-

мишени, включая: гистоны, ДНК, различные ферменты систем репарации и сами белки 

PARP [1 – 4].  Особый интерес вызывают первых три представителя этого семейства – 

PARP1, PARP2 и PARP3, которые в основном локализованы в ядре и являются ДНК-

зависимыми белками, т.е. для активации их каталитической функции необходимо 

взаимодействие этих ферментов с молекулой ДНК [5, 6]. Хотя эти три белка относятся к 

одному семейству, они отличаются по своему строению (рисунок 1), структуре продукта 

каталитической реакции, и принимают участие в различных клеточных процессах. 

 

Рисунок 1. Схематическая доменная организация белков PARP1, PARP2 и PARP3 с номерами аминокислот, указывающие 
границы доменов, соответствующие записям Uniprot P09874, Q9UGN5 и Q9Y6F1 [7].  
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Несмотря на то, что первый представитель семейства – белок поли(АДФ-

рибоза)полимераза 1, PARP1, был открыт более 60 лет назад, функции и механизм действия 

белков PARP всё ещё активно изучаются. PARP1 обладает массой 116 кДа и состоит из 6 

доменов: трёх цинковых пальцев Zn1, Zn2, Zn3 [8, 9]; домена BRCT, опосредует белок-

белковые контакты и содержит сайты аутопарилирования [10]; домен WGR – названный по 

входящим в его состав аминокислотным остаткам триптофана (W), глицина (G), аргинина 

(R), играет важную роль в ДНК-зависимой активации PARP1, поскольку делеция этого 

домена приводит к образованию неактивной формы фермента [11]; домен CAT – 

каталитический домен, является наиболее консервативным среди представителей 

семейства ARTD и состоит из спирального субдомена (HD) и субдомена АДФ-

рибозилтрансферазы (ART) [12, 13]. Было обнаружено, что домены Zn1, Zn2, Zn3, BRCT и 

WGR участвуют во взаимодействии с ДНК [10, 14 – 17]. Аутоингибиторный HD мотив в 

каталитическом домене участвует в регуляции сродства белка к NAD+. Свободный фермент 

PARP1 обладает низким сродством к молекуле NAD+, однако при связывании с 

поврежденной ДНК, в каталитическом домене фермента происходят конформационные 

перестройки, аутоингибиторный субдомен теряет упорядоченную структуру, в результате 

чего происходит более эффективное связывание NAD+ в каталитическом домене и это 

ускоряет протекание реакции поли(АДФ-рибозил)ирования [18]. Домен ART обеспечивает 

(АДФ-рибозил)трансферазную активность фермента [19]. 

PARP2 и PARP3 наиболее близкие гомологи PARP1 и имеют массу 62 кДа и 60 кДа 

соответственно [20, 21]. Они не содержат в своей структуре доменов Zn1, Zn2, Zn3 и BRCT, 

а связывание с ДНК происходит через домен WGR [22, 23]. Помимо этого, N-концевой 

участок PARP2 обладает ДНК-связывающей активностью с одноцепочечными разрывами 

в ДНК и способствует активации PARP2 [24]. 

PARP1, PARP2 и PARP3 являются ключевыми белками в процессах распознавания 

повреждений в ДНК [22, 25]. В ответ на повреждение молекулы ДНК PARP1 катализирует 

реакцию поли(АДФ-рибозил)ирования, ПАРилирования – синтез полимера, мономером 

которого является АДФ-рибоза (рисунок 2) [26]. Звенья АДФ-рибозы в линейном полимере 
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Рисунок 2. Строение мономера АДФ-рибозы. 

соединены гликозидными связями, которые образуются между O-2' атомом рибозы, 

несущей аденин, и C-1D атомом остатка рибозы следующего мономера. В точках ветвления 

та же самая связь образуется между O-2D и C-1D атомами двух остатков рибозы [27, 28]. 

Из-за некоторых различий в структуре каталитического домена, белок PARP2 также 

катализирует реакцию ПАРилирования и синтезирует более разветвлённый полимер АДФ-

рибозы [26], тогда как PARP3 способен переносить на молекулу-акцептор лишь один 

остаток АДФ-рибозы, катализируя процесс моно(АДФ-рибозил)ирования, МАРилирования 

[23, 29, 30]. 

Белок PARP1 распознаёт и активируется в присутствии одно- [19, 31 – 33] и 

двуцепочечных [34 – 36] повреждений ДНК. Белок PARP2 активируется такими 

повреждениями, как: однонитевые разрывы, одно- и двунуклеотидные бреши и flap-

структурами [24, 32, 33]. Наименее изученным белком является PARP3. Известно, что он 

способен моно(АДФ-рибозил)ировать молекулу ДНК по 5`-P в одноцепочечных разрывах 

[37], а также принимает участие в репарации двуцепочечных разрывов в процессе 

негомологичного соединения концов [38, 39]. Множество работ по изучению свойств и 

функций ДНК-зависимых белков PARP были проведены in vitro с использованием 

модельных ДНК-субстратов, тогда как в клетке молекула ДНК компактизована в 

высокоорганизованный нуклеопротеидный комплекс – хроматин, базовой единицей 

которого является нуклеосома. 

Нуклеосома содержит ядро, состоящее из четырёх гистоновых димеров: два H2A-

H2B и два H3-H4, образующего “катушку”, на которую намотана ДНК длиной 147 пн в 1,67 

оборота [40] (рисунок 3). Диаметр нуклеосомного диска составляет 11 нм, а толщина 5,7 нм 

[41]. Исследование ДНК-зависимых белков PARP как в экспериментах in vivo, так и in vitro 

с использованием нуклеосомных субстратов, позволили выявить ранее неизвестные 

функции этих белков в клетке. 
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Рисунок 3. Схематическое изображение строения нуклеосомы (PDB ID: 1KX5) [40] 

 

Нуклеосомная организация может создавать препятствия для взаимодействия между 

ферментами систем репарации и повреждениями ДНК [42, 43]. Есть данные, что реакция 

ПАРилирования приводит к деконденсации хроматина [44]. Вероятно, это облегчает доступ 

ферментов репарации к месту повреждения ДНК. Показано, что PARP1 способен 

связываться с нуклеосомой в области диады и конкурировать с гистоном H1, уплотняя 

хроматин [45 – 47]. В условиях ПАРилирования PARP1 способен модифицировать гистон 

H1, тем самым вызывая его диссоциацию, что ведёт к деконденсации хроматина. С другой 

стороны, в исследованиях на нуклеосомных препаратах без линкерных участков, PARP1 

оказывал влияние на стабильность нуклеосомного комплекса [48]. Авторы 

продемонстрировали, что взаимодействие PARP1 с нуклеосомой приводит к значительному 

увеличению расстояния между соседствующими частями спирали ДНК-дуплекса 

нуклеосомной ДНК. Эта частичная дестабилизация всей структуры нуклеосомы 

происходит без видимой потери гистонов. Добавление к системе NAD+, приводит к 

обратной конденсации структуры нуклеосомы. Недавние исследования обнаружили белок, 

участвующий в процессе ПАРилирования гистонов – HPF1 [49, 50]. В присутствии HPF1, 

PARP1 способен модифицировать поли(АДФ-рибозой) гистоны ядра нуклеосомы, что 

приводит к релаксации хроматина [51, 52]. Кроме того, было выяснено, что PARP1 

участвует в регуляции репликации [53], транскрипции [45, 54], поддержании целостности 
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мембран клеток [55] и апоптозе [56, 57]. Также PARP1 принимает активное участие в 

регуляции различных митотических функций, а именно: функции центросом [58], 

митотические и постмитотические контрольные точки сборки веретена [59], участвует в 

поддержании целостности структуры теломер [60]. 

Как и PARP1, PARP2 в комплексе с HPF1 способен АДФ-рибозилировать коровые 

гистоны [61]. Однако в отсутствии HPF1 такой активности у него обнаружено не было. В 

недавнем исследовании появилось предположение, что PARP2 участвует в репарации 

двуцепочечных разрывов в нуклеосомном контексте, связывая две нуклеосомы по тупым 

концам линкерной ДНК [62]. Также показано участие PARP2 в митозе, мейозе I и 

дифференцировке гаплоидных гамет [63, 64]. 

При изучении функций PARP3 на нуклеосомных субстратах, было обнаружено, что 

он является nick-сенсором и, работая в паре с PARP1, ускоряет репарацию ДНК [65]. В этой 

же работе показана способность PARP3 моно(АДФ-рибозил)ировать гистон H2B по остатку 

Glu2 в ответ на одноцепочечное повреждение в мононуклеосоме. Отмечается участие 

PARP3 в эпигенетической регуляции транскрипции, взаимодействуя с белками группы 

Polycomb [66], а также в стабилизации митотического веретена и поддержании целостности 

структуры теломер [67]. 

Множество работ говорит об исключительной важности ДНК-зависимых белков 

PARP1, PARP2 и PARP3 в хроматин-ассоциированных клеточных процессах. На 

сегодняшний день отсутствует детальная информация о механизмах взаимодействия ДНК-

зависимых белков PARP с нуклеосомой и об их влиянии на её структуру. Используя такой 

мощный инструмент, как атомно-силовая микроскопия (АСМ), можно изучить различные 

параметры биологических одиночных молекул и комплексов. Такие данные необходимы 

для понимания механизмов, таких как: регуляция экспрессии генов, транскрипция, 

репликация и репарация ДНК. 

Цель настоящей работы заключалась в изучении влияния PARP1, PARP2 и PARP3 

на структуру нуклеосомы. 

В ходе выполнения научно-исследовательской работы необходимо было решить 

следующие задачи: 

1) Получение модельных нуклеосомных субстратов; 

2) Отработка протокола детекции нуклеосомных препаратов различных типов и 

белок-нуклеосомных комплексов с помощью атомно-силового микроскопа; 
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3) Исследование локализации PARP1, PARP2, PARP3 на модельных нуклеосомах; 

4) Анализ эффекта связывания белков PARP1, PARP2, PARP3 на структуру 

нуклеосомного комплекса. 

Научная новизна и практическая значимость работы: в работе впервые с 

помощью атомно-силовой микроскопии были исследованы комплексы ДНК-зависимых 

белков PARP1, PARP2 и PARP3, что позволило получить новые данные, дополняющие 

существующие в литературе представления о функциях этих белков в хроматин-

ассоциированных процессах. 

Была создана и отработана система на основе атомно-силовой микроскопии, 

позволяющая регистрировать комплексы белков PARP с модельными нуклеосомными 

субстратами и изучать влияние этих белков на структуру нуклеосом. С помощью данной 

системы было изучено взаимодействие PARP1, PARP2 и PARP3 с модельными 

нуклеосомными субстратами. Это позволило уточнить механизм взаимодействия белков 

PARP с нуклеосомой. В частности, впервые визуализирован сайт связывания белков PARP2 

и PARP3 с нуклеосомой. 

Впервые продемонстрировано влияние на степень уплотнения и стабильность 

нуклеосомного комплекса белка PARP3. 

PARP1, PARP2 и PARP3 рассматриваются как основные регуляторы процессов 

репарации клетки, что делает их перспективными мишенями для противораковой терапии. 

На сегодняшний день в клинической практике активно применяются ингибиторы PARP1 в 

терапии раковых заболеваний. Понимание функционирования механизмов, в которых 

принимают активное участие три белка PARP, поможет выявить новые потенциальные 

мишени как в противоопухолевой терапии, так и в лечении наследственных заболеваний. 

Кроме того, изучение влияния белков PARP на структуру модельных молекул “хроматина” 

позволить выявить ранее неизвестные функции этих белков в клетке. 

Личный вклад автора: Автором проводилось выделение и очистка 

рекомбинантного белка PARP1; получение, выделение и очистка всех компонентов 

реакционных смесей, используемых в АСМ-исследованиях. Автором отработаны 

протоколы сканирования АСМ различных нуклеосомных субстратов. Обработка и 

интерпретация всех экспериментальных результатов была проведена лично автором. 

Методы исследования: для выделения и очистки белков использовали 

ионообменную и аффинную хроматографии; для получения модельных нуклеосомных 

ДНК-конструкций использовали ПЦР с уникальными праймерами; для очистки модельных 

нуклеосомных ДНК-конструкций использовали метод гель-электрофореза с последующим 
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выделением продукта из геля; для анализа реконструированных мононуклеосом 

использовали метод электрофореза в нативном полиакриламидном геле; для изучения 

структурных характеристик нуклеосомных субстратов использовали атомно-силовую 

микроскопию в воздушной среде. Обработку АСМ изображений проводили с помощью 

программы Gwyddion 2.65, анализ параметров молекул осуществляли при помощи 

программного обеспечения ImageJ 1.53e, обработку данных проводили в программе 

SigmaPlot 11.0. 
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2. Содержание работы 

2.1. Подготовка к сканированию биологических молекул методом атомно-

силовой микроскопии 

Подготовка изучаемого объекта in vitro, пригодного для использования в АСМ, 

является нетривиальной задачей. Выбор подложки, подбор химических модификаторов 

поверхности, очистка растворителей – базовые действия для работы с АСМ в 

исследованиях биологических объектов. 

2.1.1. Выбор материала поверхности для иммобилизации биологических молекул 

Одним из элементов в методе АСМ, оказывающий значительное влияние на качество 

получаемых изображений, является сканируемая подложка для нанесения исследуемых 

объектов. В научно-исследовательской практике применяют разные поверхности 

материалов для иммобилизации биологических молекул: предметные стёкла [68], слюда 

(минерал мусковит) [69 – 71], золотые подложки [72], силиконовые подложки [73], высоко-

ориентированный пиролитический графит (ВОПГ) [74], сапфир [75] и другие. Наиболее 

распространёнными поверхностями, применяемыми для изучения биологических объектов, 

являются слюда и ВОПГ. Главное преимущество ВОПГ – атомарно-гладкая поверхность. 

Существенный недостаток поверхности ВОПГ – гидрофобность, что приводит к 

нарушению строения биологических молекул на поверхности ВОПГ [76, 77]. Решить 

данную проблему позволяет модификация поверхности ВОПГ: 1) в парах пентиламина под 

действием тлеющего разряда [78] или 2) модификатором поверхности – GM (N,N'-(декан-

1,10-диил)бис(тетраглицинамид)дигидрохлорид), разработанный Клиновым Д. В. и 

сотрудниками [79]. Из-за трудностей в модификации поверхности ВОПГ, данный вид 

подложки использовался лишь в некоторых случаях (см. пункт 2.1.3.). Основным 

материалом подложки была выбрана слюда, т.к. обладает рядом неоспоримых 

преимуществ: 1) коммерчески доступна; 2) свежесколотая поверхность слюды является 

чистой (без необходимости в дополнительной стадии очистки поверхности), ровной, с 

средней шероховатостью поверхности Ra = 0,071 нм [75]; 3) получение свежесколотой 

ровной поверхности не требует специализированных приборов (например, микротом) и 

осуществляется за счёт клейкой ленты; 4) поверхность слюды образована силанольными 

группами (---Si-OH) [80], что формирует отрицательный заряд и позволяет использовать 

катионы для иммобилизации ДНК/ДНК-белковых комплексов или модифицировать 

поверхность различными соединениями по силанольным группам (см. п. 2.1.2). 
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2.1.2. Выбор реагента для иммобилизации биологических молекул на поверхности 

слюды 

Кристаллическая решётка слюды содержит в своём составе ионы калия [80], которые 

при контакте с атмосферой воздуха образуют карбонат калия, обладающий высокой ионной 

силой [81], что может приводить к затруднению сорбции молекулы ДНК, или последующей 

десорбции с поверхности слюды [82]. Помимо этого, высокая ионная сила может приводить 

к денатурации белков. При нанесении белка PARP1 на свежесколотую поверхность слюды 

наблюдалась потеря его глобулярной структуры (рисунок 4). 

 

Рисунок 4. АСМ-изображение белка PARP1 нанесённого на свежесколотую поверхность слюды. 

  

Существует три основных подхода для устранения влияния ионов калия и 

иммобилизации биологических молекул: 1) использование многовалентных ионов 

металлов; 2) использование поликатионов; 3) использование химических модификаторов 

силанольных групп. В настоящей работе использовались все три метода. Каждый подход 

обладает своими преимуществами и недостатками в зависимости от объекта исследования. 

Использование солей магния является наиболее распространённым методом 

иммобилизации ДНК/ДНК-белковых комплексов на слюдяные подложки. Кроме того, ион 

магния необходим для активации ферментативной активности ДНК-зависимых белков 

PARP [83]. Таким образом, магний выполняет в нашей системе две функции – 

иммобилизует объекты на поверхности и является необходимым ионом для PARP1, PARP2 

и PARP3. При сканировании нуклеосомных препаратов, иммобилизованных ионами 

магния, на поверхности слюды отсутствовали характерные объекты. Это может быть 

связано или со слабой способностью ионов магния сорбировать нуклеосомы на слюде [84, 

85], или со способностью ионов магния агрегировать нуклеосомные частицы между собой, 

что затрудняет поиск данных объектов на поверхности слюды [69, 86], или с совокупностью 
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этих двух факторов. По литературным данным, хорошей альтернативой ионам магния 

являются ионы никеля. Обладая меньшим атомным радиусом, ион никеля лучше 

взаимодействует с кристаллической решёткой слюды, что способствует иммобилизации 

биологических молекул [69, 84, 85]. Кроме того, ионы никеля не влияют на структуру ДНК 

и ДНК-белковых комплексов [87]. В данной работе ионы никеля использовались для 

изучения полинуклеосомных субстратов (см пункт 2.3.). Существенным недостатком 

использование ионов металлов в АСМ-исследованиях является сорбция кристаллов соли. 

Данное ограничение удаётся преодолеть предварительной фильтрацией буферных 

растворов и промыванием поверхности слюды водой после иммобилизации.  

Другой подход заключается в использовании поликатионов – спермин, спермидин, 

путресцин, поли-L-лизин (PLL) и другие. Использование данных соединений в 

реакционных смесях приводит к агрегации биологических компонентов в растворе, в 

частности – нуклеосом [88]. Этот существенный недостаток возможно преодолеть 

предварительной обработкой поверхности слюды поликатионом, после чего наносить 

реакционную смесь на модифицированную поверхность для осаждения исследуемых 

объектов. В нашей работе мы использовали PLL для изучения нуклеосом и комплексов 

нуклеосом с белками PARP1, PARP2 и PARP3 (см. пункт 2.2.). PLL обладает хорошей 

способностью к иммобилизации нуклеосом, обеспечивает хорошее качество получаемых 

изображений и не вызывает структурных изменений в ДНК/ДНК-белковых комплексах [71, 

87, 89]. 

Третий подход заключается в химической модификации поверхности слюды по 

силанольным группам. Одним из первых методов химической модификации является 

обработка аминопропилтриэтоксисиланом (APTES) с ковалентным присоединением 

аминопропилсилана через образование силоксановых связей [90]. В результате поверхность 

слюды приобретает стабильный положительный заряд из-за ковалентно присоединённых 

аминогрупп на поверхности слюды. Такая модификация способствует кинетическому 

захвату ДНК из раствора с последующей фиксацией на поверхности слюды в нативной 

конформации [91]. Этот факт позволяет утверждать, что при исследованиях на 

модифицированных аминосиланами подложках визуализируется ДНК или ДНК-белковый 

комплекс в том состоянии, в котором молекула находилась в растворе. Кроме того, 

аминогруппы можно дополнительно модифицировать, для придания альтернативных 

свойств поверхности и способов фиксации биологических молекул [92; 93]. Модификация 

поверхности APTES является достаточно трудоёмкой и может в воде вызывать 

олигополимеризацию молекул силана, что приводит к многослойной модификации и 

потере атомарной гладкости поверхности слюды [85]. Для преодоления этого ограничения, 
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Любченко Ю. Л. с коллегами разработал метод силанизации поверхности слюды при 

помощи 1-(3-аминопропил)силатрана (APS) [94; 95]. Молекулы силатрана способны 

предотвращать образование крупных полимерных кластеров на поверхности благодаря 

низкой скорости гидролиза и молекулярному донорно-акцепторному взаимодействию 

между атомами азота и кремния. Это позволяет надежно и воспроизводимо 

функционализировать слюду. В рамках данной работы нами был синтезирован APS 

согласно опубликованному ранее Любченко Ю. Л. протоколу [95]. Модификация слюды 

под действием APS позволила визуализировать молекулы ДНК, нуклеосомы и комплексы 

нуклеосом с белками PARP1, PARP2 и PARP3 (см. пункт 2.2.). 

Любая обработка поверхности слюды различными органическими соединениями 

может приводить к потере её атомарной гладкости. Под действием ионов металлов потеря 

атомарной гладкости поверхности связана с кристаллизацией соли и может быть устранена 

даже после нанесения исследуемых образцов. В свою очередь, модификация PLL или APS 

может приводить к необратимой потере гладкости слюдяной поверхности и последующему 

приготовлению свежего скола. Также потеря атомарной гладкости приводит как к созданию 

дополнительного шума, так и к искажению размеров исследуемых биологических молекул. 

Мы изучили влияние различных концентраций APS и PLL на слюдяную поверхность (см. 

Приложение 1-13). Оказалось, что значения параметра средней шероховатости Ra для 0,01% 

PLL [89] и 0,167 мМ APS [95] составили 33,4 пм и 27,4 пм соответственно. Это 

свидетельствует о сохранении атомарной гладкости поверхности слюды и большему 

выравниванию поверхности, по сравнению с необработанной слюдой (Ra = 71 пм [75]). 

Однако, при рассмотрении профиля поверхности, обработанной APS, видны “дырки”, 



14 
 

диаметр которых составляет 30 – 100 нм, глубина 0,1 – 0,5 нм (рисунок 5). В такие полости

 

Рисунок 5. Профиль поверхности слюды, модифицированной 0,167 мМ APS (см. Приложение 5). Красными рамками 
указаны "дырки" в поверхности модифицированной слюды. 

 

могут попадать нуклеосомы, что может приводить к искажению реальных размеров 

молекул и затруднит интерпретацию полученных данных. В работе [96] при сканировании 

в полуконтактном режиме АСМ средняя высота нуклеосомы составила ~4 нм. Таким 

образом, модификация APS может привести к уменьшению высоты нуклеосомы на ~2,5-

12,5 % или больше. В свою очередь, поверхность, модифицированная PLL, демонстрирует 

более равномерный профиль поверхности. PLL как и APS образует полости на поверхности, 

однако их глубина как правило составляет менее 0,1 нм (см. Приложение 9). Обработка 

поверхности PLL или APS в других концентрациях увеличивает значение параметра 

шероховатости. 

При уменьшении концентрации APS поверхность неравномерно покрывалась 

модификатором – поверхность приобретала характерную “пятнистую” или “зернистую” 

структуру. Разбавление APS в 625 раз приводило к значительному уменьшению степени 

модификации поверхности слюды, и средняя шероховатость соответствовала значению 

необработанной слюдяной подложки. При увеличении концентрации APS поверхность 

также приобретала “зернистую” структуру, что может указывать на неспецифическое 

взаимодействие молекулы APS с уже модифицированной поверхностью, аналогично 
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APTES [85]. Для PLL увеличение концентрации также приводило к менее однородной 

“зернистой” поверхности. 

Таким образом, мы использовали следующие модификаторы слюдяных подложек: 

Ni2+ [5 мМ], APS [0,167 мМ] [95] и PLL 0,01% [89]. 

 

2.1.3. Очистка растворителей для приготовления реакционных смесей 

Качество реакционных смесей зависит от чистоты всех компонентов, включая 

растворители. При работе с биологическими образцами существенный вклад обеспечивает 

качество воды. Также критически важным растворителем является этиловый спирт, т.к. 

используется для переосаждения и очистки ДНК. 

Органические примеси в реакционных смесях, способны сорбироваться на 

сканируемой поверхности. Это может создавать дополнительные шумы в процессе 

сканирования и влиять на правильность интерпретации полученных результатов. Особенно 

критично присутствие органических примесей при иммобилизации биологических 

объектов на графитовых подложках. В результате совместной работы с Клиновым Д. В. 

(ФГБУ ФНКЦ ФХМ ФМБА им. Ю. М. Лопухина, г. Москва) было обнаружено, что наш 

препарат ДНК (ЛБХФ ИХБФМ СО РАН, г. Новосибирск) содержал концентрацию 

органических примесей, мешающую обнаружению целевых молекул, при сканировании на 

модифицированном ВОПГ (рисунок 6 А). При этом сканирование препарата ДНК на слюде 

подтверждало наличие целевых молекул (рисунок 6 Б). Неоднородность фона может 

свидетельствовать о сорбции органических примесей на поверхности слюды. 

 

Рисунок 6. Препарат ДНК длиной 1200 п.н. с одноцепочечным разрывом в 600-ом положении нанесённый на 
поверхность: А – модифицированного графита; Б – слюды в присутствии ионов Mg2+. 
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Для выявления органических примесей в растворителях можно использовать 

немодифицированную поверхность ВОПГ. При высушивании 0,3мкл воды – 

дистиллированной (ЛБХФ ИХБФМ СО РАН), бидистиллированной (ЛБХФ ИХБФМ СО 

РАН) и mQ (ЛСБ ИХБФМ СО РАН), все образцы оставляли на поверхности ВОПГ 

“острова” ламеллярной структуры (рисунок 7) [97], при этом вода mQ формировала слои 

органических плёнок (рисунок 8). При нанесении 0,3 мкл перегнанного этилового спирта 

(~92%) на поверхность ВОПГ, наблюдалось образование объёмных многослойных 

ламеллярных структур высотой до 17 нм (рисунок 9). Для дальнейшего выполнения работы 

растворители очищали от органических примесей. Чистую для АСМ воду получали 

перегонкой раствора 0,2% KMnO4. Чистый для АСМ этиловый спирт получали перегонкой 

из смеси этилового спирта с активированным углем – на литр этанола брали 100 грамм 

активированного угля. Далее образцы анализировали с помощью АСМ. В полученных 

дистиллятах отсутствовали примеси органических соединений, а поверхность ВОПГ не 

содержала плёнок органических соединений ламеллярной структуры (рисунок 10). 

 

Рисунок 7. Плёнки органических соединеий ламеллярной структуры с профилем по высоте, после высушивания 0,3 мкл 
H2O бидистиллированной на поверхности ВОПГ. 
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Рисунок 8. Слои органических плёнок ламеллярной структуры с профилем по высоте, после высушивания 0,3 мкл H2O 
mQ на поверхности ВОПГ. 

 

Рисунок 9. Многослойные органические ламеллярные структуры, после высушивания 0,3 мкл EtOH перегнанного ~92% 
на поверхности ВОПГ. 

 

Рисунок 10. Поверхность ВОПГ после высушивания 0,3 мкл дистиллятов H2O / EtOH. 
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2.2. Изучение влияния белков PARP1, PARP2, PARP3 на структуру нуклеосом 

2.2.1. Реконструирование нуклеосомных частиц 

Для использования нуклеосом, как объектов исследования в АСМ, необходимо 

однозначно распознавать нуклеосомные частицы от иных объектов. Как правило, для этих 

целей используют нуклеосомы с линкерными ДНК различной длины [98, 99]. В работе 

использовалась модельная ДНК, содержащая нуклеосом-позиционирующую 

последовательность ДНК Widom «Clone 603» длиной 147 п.н. [100], окружённая двумя 

линкерными областями длиной 79 и 120 п.н. (рисунок 11 А). Данная конструкция получена 

методом ПЦР из плазмидного вектора pGEM-3z/603 (AddGene, Уотертаун, Массачусетс, 

США) с уникальными праймерами. При проведении ПЦР использовалась следующая 

программа: 3 мин при 94°C; 30 циклов по 30 с при 94°C, 20 с при 65°C и 1 мин при 72°C; с 

завершающей стадией на 3 мин при 72°C. После амплификации реакционную смесь 

разгоняли в нативном 4% ПААГ, фрагмент геля содержащий целевой продукт вырезали и 

выделяли из геля по протоколу [101]. 



19 
 

 

Рисунок 11. А - ДНК-сиквенс использующийся в работе для реконструирования модельных мононуклеосом в АСМ-
исследованиях. Б - схематическое изображение процесса реконструирования нуклеосом in vitro с АСМ-изображением 
полученного препарата (белыми стрелками обозначены нуклеосомы). 
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Сборку нуклеосом осуществляли согласно ранее описанному протоколу [102]. 

Вкратце, на первом этапе подбирается соотношение ДНК к гистоновым октамерам: 

методом аналитического титрования препарата гистонов, полученного 

хроматографическим выделением из эритроцитов G.gallus [103] и любезно 

предоставленного Кутузовым М. М. (ЛБХФ ИХБФМ СО РАН), относительно 

фиксированного количества ДНК в низкосолевом буфере. На втором этапе реакционную 

смесь, содержащую подобранное соотношение ДНК к гистонам, помещали в диализные 

ячейки и снижали концентрацию NaCl в градиенте от 2 М до 0,02 М. Далее полученный 

препарат анализировали методом АСМ на слюдяных подложках, модифицированных APS 

или PLL (рисунок 11 Б). 

 

2.2.2. Получение комплексов нуклеосома-PARP1/2/3 и их сканирование АСМ. 

Рекомбинантные белки PARP1, PARP2 и PARP3 были получены, как указано в 

работах [37, 104]. Белок PARP1 был выделен из биомассы, любезно предоставленной 

Кутузоввым М. М. (ЛБХФ ИХБФМ СО РАН), PARP2 был любезно предоставлен 

Кутузовым М. М. (ЛБХФ ИХБФМ СО РАН), PARP3 был любезно предоставлен Белоусовой 

Е. А. (ЛБХФ ИХБФМ СО РАН). 

Реакционная смесь состояла из 10 нМ реконструированной нуклеосомы, 

нуклеосомного буфера (20 мМ NaCl, 0,2 мМ EDTA, 1,6 мМ CHAPS, 10 мМ Tris-HCl pH 7,5 

и 5 мМ β-меркаптоэтанола) и одного из PARP в концентрации: 10 нМ (PARP1), 35 нМ 

(PARP2) или 66 нМ (PARP3). Реакционную смесь инкубировали в течение 15 мин при 37 

°C. Затем образцы разбавляли в десять раз нуклеосомным буфером и немедленно наносили 

на поверхность слюды модифицированную APS или PLL. Через 2 минуты осаждения 

поверхность слюды промывали три раза 1 мл воды и высушивали в слабом потоке аргона. 

Образцы хранили в эксикаторе до получения изображения. 

Снимки АСМ были получены при сканировании образцов на воздухе. В работе 

использовались кантилеверы (зонды) NSG30_SS (NT-MDT, Зеленоград, Россия) с 

резонансной частотой наконечника 240-440 кГц и характерным радиусом кривизны 2 нм. 

Типичный размер сканируемой области составлял 2 × 2 мкм2 с 1024 пиксель/строка или 

4 × 4 мкм2 с 2048 пиксель/строка. Скорость сканирования была равна 1 и 0,5 Гц 

соответственно. 

 

2.2.3. Локализация белков PARP1, PARP2, PARP3 в комплексах нуклеосома-PARP 

В ходе выполнения научно-исследовательской работы были определены сайты 

связывания каждого белка PARP с нашим модельным нуклеосомным препаратом. Для 
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анализа были выбраны только изображения комплексов PARP с нуклеосомой. В 

соответствии с расположением белков PARP полученные АСМ-снимки были разделены на 

две категории: 1) PARP расположен близко к ядру NCP; 2) PARP расположен в линкерной 

области ДНК. На рисунке 12 показаны типичные изображения нуклеосом в комплексе с 

PARP. При накоплении данных мы обнаружили, что каждый из трех PARP связывается 

вблизи ядра нуклеосомы: в 153 из 200 комплексов для PARP1, в 148 из 200 комплексов для 

PARP2 и в 158 из 200 комплексов для PARP3. 

 

Рисунок 12. Типичные АСМ-изображения нуклеосом и комплексов нуклеосома-PARP. Ядра нуклеосом обозначены белыми 
стрелками. Белки PARP1, PARP2, PARP3 отмечены синей, зелёной и красной стрелками соответственно. 1- PARP, 
расположенный близко к ядру нуклеосомы. 2 – PARP, расположенный в линкерной области ДНК. 

Ранее в нашей лаборатории было изучено взаимодействие белков PARP1, PARP2, 

PARP3 с модельной нуклеосомой, не содержащей линкеров [105, 106]. По результатам этих 

работ было выдвинуто предположение, что PARP1 взаимодействует в основном с 

нуклеосомной ДНК по тупым концам, а PARP2 и PARP3 взаимодействуют с ядром 

нуклеосомы через белок-белковые контакты. Методом АСМ мы визуализировали 

комплексы нуклеосома-PARP. Оказалось, что белок PARP1 действительно способен 

локализоваться на ДНК-линкере. Наши результаты согласуются с ранее опубликованными 

данными: PARP1 проявляет повышенное сродство к модельным нуклеосомным субстратам 
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при удлинении линкерной ДНК [107]; PARP1 взаимодействует с нуклеосомой в области 

входа-выхода линкерной ДНК через домены цинковых пальцев и BRCT [10]. Точный 

механизм взаимодействия белков PARP2 и PARP3 с линкерной ДНК нуклеосомы 

неизвестен, т.к. PARP2 и PARP3 не содержат известных ДНК-связывающих доменов, как в 

случае с PARP1, однако можно предположить, что в этом процессе играет домен WGR. В 

целом, взаимодействие белков PARP с нуклеосомой вероятно способно оказывать влияние 

на структуру нуклеосомного комплекса. 

 

2.2.4. Изучение структурных изменений в нуклеосоме вызванных белками PARP 

Одним из параметров, отражающих степень компактизации ДНК в составе 

нуклеосмы является  угол раскрытия между линкерными ДНК нуклеосомы [71, 108]. Мы 

определили соответствующий угол для ранее выявленных комплексов нуклеосома-PARP 

(см пункт 2.2.3.). Нуклеосомы без добавления какого-либо PARP использовались в качестве 

контроля. Графическое представление результатов приведено на рисунке 13 Б, В. Средний 

угол между плечами ДНК в контрольных нуклеосомах составил 120° ± 5°. Наш результат 

согласуется с данными, полученными другой группой [71]. В этой работе авторы выявили 

две популяции нуклеосом, которые отображали корреляцию между длиной развернутой 

ДНК и распределением по углу раскрытия. В нашем случае, мы не наблюдали такого 

распределения. Это несоответствие может быть объяснено различием в нуклеотидных 

последовательностях используемой ДНК. В нашей работе мы использовали ДНК Widom 

«Clone 603», которая обладает более слабым сродством связывания с ядерными гистонами, 

в отличии от ДНК Widom «Clone 601» [100], которую использовали Конрад С. Ф. и коллеги 

в своей работе. Основное различие между этими двумя последовательностями ДНК 

заключается в прочности ядра нуклеосомы: нуклеосома на основе ДНК Widom «Clone 601» 

более стабильна и, следовательно, имеет менее лабильные концы ДНК. Вероятно, что наши 

модельные нуклеосомы на основе ДНК Widom «Clone 603» имеют недостаточные различия 

в значениях угла раскрытия, чтобы четко различать эти два распределения. 
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Рисунок 13. Компактизация нуклеосомы в зависимости от присутствия белка PARP. А - Схематическое изображение 
определяемых параметров NCP. На изображении «L1» и «L2» — длины плеч ДНК, «α» — угол между плечами ДНК. Б - 
Гауссова интерполяция распределения значений угла «α». Черная кривая: нуклеосомы, синяя кривая: нуклеосомы в 
комплексе с PARP1, зеленая кривая: нуклеосомы в комплексе с PARP2, и красная кривая: нуклеосомы в комплексе с PARP3. 
В - распределение значений угла «α». Черные столбцы: нуклеосомы, синие столбцы: нуклеосомы в комплексе с PARP1, 
зеленые столбцы: нуклеосомы в комплексе с PARP2, и красные столбцы: нуклеосомы в комплексе с PARP3. 

 

L1 

L2 
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Связывание PARP1 с нуклеосомой вызвало небольшое сужение распределения угла 

раскрытия плеч без существенного влияния на уплотнение нуклеосомы (115°±4°). Разница 

в измеренных значениях угла в нуклеосоме в присутствии и в отсутствие PARP1 не была 

существенной (даже для p-value 0,9). Как упоминалось выше, PARP1 может связывать 

нуклеосому вблизи сайта входа–выхода и взаимодействовать с каждым ДНК-линкером. Это 

взаимодействие может влиять на структурное функционирование хроматина аналогично 

линкерному гистону H1. Сообщалось, что присутствие H1 сужает распределение по углу 

раскрытия (что означает стабилизацию нуклеосомы) и не изменяет степень уплотнения 

[109]. Кроме того, подобно гистону H1, PARP1 уплотняет хроматин, который разрыхляется 

в условиях парилирования [46]. В работе [110] авторы предполагают, что уплотнение 

достигается за счет объединения соседних нуклеосом молекулами PARP1, аналогично 

процессу, наблюдаемому в белковом комплексе группы Polycomb. Этот эффект, вероятно, 

обусловлен образованием петли, вызванной контактами PARP1–PARP1 [111]. С другой 

стороны, есть данные о том, что связывание PARP1 с ДНК вблизи сайта входа–выхода в 

нуклеосоме приводит к дистанцированию двух спиралей ДНК, тем самым дестабилизируя 

ядро нуклеосомы [48]. Таким образом, PARP1 ослабляет структуру нуклеосомы. Тем не 

менее, в этом отчете авторы продемонстрировали разделение флуоресцентных меток, 

расположенных на спиралях ДНК, обволакивающих ядро гистонов, когда PARP1 был 

связан. Эти данные были получены методом резонансного переноса энергии Форстера, 

который не различает направления деформации в нуклеосоме; изменения в структуре 

нуклеосомы могут происходить в одном из двух направлений: радиальном или аксиальном. 

Поскольку мы не обнаружили существенных изменений в степени уплотнения NCP в 

присутствии PARP1, изменения, вероятно, происходят в аксиальном направлении. В этом 

случае влияние не может быть определено исследуемым методом. Мы также не можем 

исключить, что ранее описанные искажения структуры нуклеосомы, вызванные PARP1, 

могут влиять только на область ДНК, которая находится в непосредственном контакте с 

ядром гистонов. В этом контексте геометрия сайта входа-выхода ДНК может оставаться 

неизменной. 

Несмотря на то, что PARP2 проявляет значительно более сильное сродство к 

нуклеосоме, чем к свободной ДНК [105], PARP2 (так же, как и PARP1) существенно не 

влияет на уплотнение нуклеосомы. В настоящей работе ни распределение значений угла 

раскрытия, ни степень уплотнения NCP не были изменены присутствием PARP2 (121°± 4°). 

Принимая во внимание стандартное отклонение, разница в измеренных значениях угла в 

нуклеосоме в присутствии и в отсутствие PARP2 не была существенной (даже для p-value 

0,8). 
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Между тем, PARP3 оказывал особое влияние на уплотнение ядра нуклеосомы. Мы 

наблюдали повышенную степень уплотнения нуклеосомы в присутствии PARP3 (104°± 4°). 

Принимая во внимание стандартное отклонение, разница в измеренных значениях угла в 

нуклеосоме в присутствии и в отсутствие PARP3 была значительной (p-value 0,001). Более 

того, присутствие PARP3 индуцировало сужение распределения углов раскрытия. В 

разделе 1 упоминалось, что PARP3 широко распространен в ядре как часть белковых 

комплексов группы Polycomb. Молекулярная функция группы Polycomb важна для 

регуляции гомеотических генов и, следовательно, подавляется во время дифференцировки 

клеток с переходом генов в гетерохроматическое состояние. Таким образом, влияние 

PARP3 на уплотнение NCP может быть необходимо для регулирования доступа других 

белков к неповрежденной ДНК посредством регуляции уплотнения ДНК. 

В нашей работе мы исследовали изменения в архитектуре NCP при взаимодействии 

с PARP1, PARP2 или PARP3 в отсутствии NAD+. Наблюдаемые эффекты могут быть 

существенно изменены наличием повреждений в ДНК и NAD+. Эти изменения также могут 

быть важны, особенно из-за различных способностей белков PARP синтезировать 

различные цепи PAR на молекуле-акцепторе, начиная с переноса одной АДФ-рибозы (как 

это делает PARP3). Более того, вклад сопутствующих факторов, таких как HPF1, может 

быть существенным во время (АДФ-рибозил)ирования и последующей реорганизации 

уплотнения NCP. 

Тем не менее, наше исследование моделирует сценарий, при котором ДНК не 

повреждена, а основная активность белков PARP по переносу АДФ-рибозы слаба. Подводя 

итог, можно сказать, что PARP3 является новым вероятным игроком в регуляции 

уплотнения хроматина. Для более детального понимания этого явления необходимо 

изучить способность PARP3 уплотнять ДНК более высокого порядка. 

 

2.3. Получение модельных хроматин-подобных субстратов 

2.3.1. Реконструирование полинуклеосомных молекул 

В литературе есть данные по получению и использованию полинуклеосомных 

субстратов [112 – 114]. В работе использовалась модельная ДНК, содержащая 8 нуклеосом-

позиционирующих последовательностей ДНК Widom «Clone 603» длиной 147 п.н. [100] 

разделённые между собой линкерными участками длиной 25 п.н., окружённая двумя 

линкерными областями длиной 450 и 200 п.н. (рисунок 14 А). Данная конструкция получена 

методом ПЦР с уникальными праймерами. При проведении ПЦР использовалась 

следующая программа: 3 мин при 94°C; 30 циклов по 30 с при 94°C, 30 с при 64°C и 2 мин 
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Рисунок 14. А - ДНК-сиквенс использующийся в работе для реконструирования модельных октануклеосом в АСМ-
исследованиях. Б - схематическое изображение процесса реконструирования нуклеосом in vitro с АСМ-изображением 
полученного препарата (белыми стрелками обозначены октануклеосомы).  
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при 72°C; с завершающей стадией на 3 мин при 72°C. После амплификации реакционную 

смесь разделяли в агарозном 1% гель-электрофорезе в буфере TAE (40 мМ Трис-ацетат и 1 

мМ ЭДТА, рН 8.3) с добавлением интеркалирующего красителя бромистого этидия. 

Целевой продукт вырезали из геля и выделяли с помощью коммерческого набора “Cleanup 

Standart” (Евроген, Москва, Россия). 

Из-за высокой молярной массы октануклеосомы, аналитическое титрование с целью 

определения соотношения ДНК к гистонам для получения целевого продукта является 

затруднительным. В литературе приводится протокол, в котором указывается, что для 

получения насыщенной полинуклеосомной матрицы необходимо брать мольное 

соотношение октамеров гистонов к одному сиквенсу «Clone 603» – 0,9; 1; 1,1 [113]. В нашем 

случае мы использовали коэффициент 1, т.е. на один моль ДНК-матрицы брали 8 моль 

октамеров гистонов. Процедура диализа ничем не отличалась от ранее описанной (см. 

пункт 2.2.1.). Далее полученный препарат анализировали методом АСМ на слюдяных 

подложках. Иммобилизацию молекул осуществляли при помощи 5 мМ соли никеля – NiCl2 

(рисунок 14 Б). 

 

2.3.2. Изучение препарата октануклеосом методом АСМ 

Снимки АСМ были получены при сканировании образцов на воздухе. В работе 

использовались кантилеверы NSG01_DLC (NT-MDT, Зеленоград, Россия) с резонансной 

частотой наконечника 120-210 кГц и характерным радиусом кривизны 2 нм. Типичный 

размер сканируемой области составлял 4 × 4 мкм2 с 2048 пиксель/строка. Скорость 

сканирования была равна 0,5 Гц. 

После анализа 32-ух молекул оказалось, что препарат не является гомогенным. Это 

согласуется с результатами работы [113]. Действительно, в нашем случае основная 

популяция молекул содержала 5 нуклеосом (см. График 1). Такой эффект объясняется как 

общей длиной ДНК, так и большим количеством нуклеосом-позиционирующих сайтов 

Widom «Clone 601». 
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График 1 

 

 

На данном этапе отработан процесс получения полинуклеосомных конструкций и их 

визуализация с помощью АСМ. В дальнейшем, для детального изучения влияния белков 

PARP1, PARP2 и PARP3 на структуру хроматина, будут получены препараты комплексов 

данных белков с полинуклеосомными субстратами. Анализ морфологического строения 

комплексов может помочь установить новые регуляторные функции ферментов PARP и 

потенциальные клеточные процессы, в которых они могут принимать участие. 
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3. Выводы 

1. Показано, что использование ионов Ni2+ для полинуклеосомных субстратов; 

поли-L-лизина или аминопропилсилатрана для модельных мононуклеосом и 

комплексов модельных мононуклеосом с белками PARP1, PARP2, PARP3 

позволяет подобрать условия сканирования поверхности слюды с качеством 

изображений, достаточным для анализа степени компактизации ДНК в составе 

исследуемого комплекса. 

2. Данные АСМ о локализации белков PARP1, PARP2, PARP3 на модельных 

мононуклеосомах с линкерными участками длиной 120 и 79 п.н. 

свидетельствуют о том, что все три белка преимущественно локализуются в 

месте входа-выхода линкерной ДНК в ядро нуклеосомы. 

3. Показано, что PARP3 в отличие от PARP1 и PARP2 стабилизирует и уплотняет 

ДНК в составе нуклеосомы, что указывает на его потенциальную регуляторную 

роль в компактизации хроматина. 
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Приложение 1 

Характеристика поверхности слюды модифицированной 0,000267 мМ APS. Ra - 

средняя шероховатость поверхности. Белая линия - по ней построен профиль 

поверхности (левый график) и профиль шероховатости (правый график) 
 



Характеристика поверхности слюды модифицированной 0,001336 мМ APS. Ra - 

средняя шероховатость поверхности. Белая линия - по ней построен профиль 

поверхности (левый график) и профиль шероховатости (правый график) 
 

Приложение 2 



Приложение 3 

Характеристика поверхности слюды модифицированной 0,007 мМ APS. Ra - 

средняя шероховатость поверхности. Белая линия - по ней построен профиль 

поверхности (левый график) и профиль шероховатости (правый график) 
 



Приложение 4 

Характеристика поверхности слюды модифицированной 0,033 мМ APS. Ra - средняя 

шероховатость поверхности. Белая линия - по ней построен профиль поверхности (левый 

график) и профиль шероховатости (правый график) 
 



Приложение 5 

Характеристика поверхности слюды модифицированной 0,167 мМ APS. Ra - средняя 

шероховатость поверхности. Белая линия - по ней построен профиль поверхности 

(левый график) и профиль шероховатости (правый график) 
 



Приложение 6 

Характеристика поверхности слюды модифицированной 0,835 мМ APS. Ra - средняя 

шероховатость поверхности. Белая линия - по ней построен профиль поверхности 

(левый график) и профиль шероховатости (правый график) 
 



Приложение 7 

Характеристика поверхности слюды модифицированной 4,175 мМ APS. Ra - средняя 

шероховатость поверхности. Белая линия - по ней построен профиль поверхности 

(левый график) и профиль шероховатости (правый график) 
 



Приложение 8 

Характеристика поверхности слюды модифицированной 20,875 мМ APS. Ra - средняя 

шероховатость поверхности. Белая линия - по ней построен профиль поверхности 

(левый график) и профиль шероховатости (правый график) 
 



Приложение 9 

Характеристика поверхности слюды модифицированной 0,01% PLL. Ra - средняя 

шероховатость поверхности. Белая линия - по ней построен профиль поверхности 

(левый график) и профиль шероховатости (правый график) 
 



Приложение 10 

Характеристика поверхности слюды модифицированной 0,05% PLL. Ra - средняя 

шероховатость поверхности. Белая линия - по ней построен профиль поверхности (левый 

график) и профиль шероховатости (правый график) 
 



Приложение 11 

Характеристика поверхности слюды модифицированной 0,25% PLL. Ra - средняя 

шероховатость поверхности. Белая линия - по ней построен профиль поверхности 

(левый график) и профиль шероховатости (правый график) 
 



Приложение 12 

Характеристика поверхности слюды модифицированной 1,25% PLL. Ra - средняя 

шероховатость поверхности. Белая линия - по ней построен профиль поверхности 

(левый график) и профиль шероховатости (правый график) 
 



 

Приложение 13 

Характеристика поверхности слюды модифицированной 6,25% PLL. Ra - средняя 

шероховатость поверхности. Белая линия - по ней построен профиль поверхности 

(левый график) и профиль шероховатости (правый график) 
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Источник исключен. Причина:
Маленький процент пересечения.

[44] 0% alemasova_dissert.pdf
http://niboch.nsc.ru

21 Апр 2021

Перефразированные
заимствования по
коллекции Интернет в
русском сегменте

Источник исключен. Причина:
Маленький процент пересечения.

[45] 0% List of abstracts accepted for publ…
https://bgrssb.icgbio.ru

11 Сен 2023 Интернет Плюс* Источник исключен. Причина:
Маленький процент пересечения.

[46] 0% Информационные события [Инс…
http://niboch.nsc.ru

10 Сен 2024 Интернет Плюс* Источник исключен. Причина:
Маленький процент пересечения.

[47] 0% Савин, Иннокентий Андреевич …
http://dlib.rsl.ru

01 Янв 2023 Публикации РГБ Источник исключен. Причина:
Маленький процент пересечения.

https://mdpi-res.com/d_attachment/cells/cells-11-02678/article_deploy/cells-11-02678.pdf?version=1661701699
https://www.fbras.ru/wp-content/uploads/2022/01/3-Alemasova_et_al.pdf
http://elibrary.ru/item.asp?id=54701057
http://dlib.rsl.ru/rsl01010000000/rsl01010259000/rsl01010259379/rsl01010259379.pdf
https://kpfu.ru/staff_files/F_1635529422/BIOC_EM_Vol207122021.pdf
http://elibrary.ru/item.asp?id=27124600
http://www.niboch.nsc.ru/doku.php/ru/structure/labs/lav
https://pureportal.spbu.ru/files/92122628/BIOCHEM_Vol210122021.pdf
http://dlib.rsl.ru/rsl01011000000/rsl01011795000/rsl01011795713/rsl01011795713.pdf
http://rusbiochem.org/files/uploaded/BIOCHEM_Vol203022022.pdf
https://kpfu.ru//staff_files/F_1635529422/BIOC_EM_Vol207122021.pdf
https://elibrary.ru/item.asp?id=48086543
https://science.ncagp.ru/upfiles/pdf/Mikhailova%2520ND-disser..pdf%3F1147698787%3D
http://www.niboch.nsc.ru/lib/exe/fetch.php/ru/events/defence/kurgina_dissert.pdf
https://sciencejournals.ru/view-article/?j=molrus&y=2023&v=57&n=2&a=MolRus2302016Kurgina
https://www.fbras.ru/wp-content/uploads/2022/01/3-Alemasova_et_al.pdf
https://www.fbras.ru/wp-content/uploads/2022/01/3-Alemasova_et_al.pdf
http://www.niboch.nsc.ru/doku.php/ru/structure/labs/lav
http://dlib.rsl.ru/rsl01011000000/rsl01011447000/rsl01011447069/rsl01011447069.pdf
http://www.niboch.nsc.ru/doku.php/ru/events/conf
https://theses.hal.science/tel-04017145v1/file/86751_MATTA_2020_diffusion.pdf
http://www.niboch.nsc.ru/lib/exe/fetch.php/ru/events/defence/alemasova_dissert.pdf
https://bgrssb.icgbio.ru/2022/accepted-abstracts/
http://www.niboch.nsc.ru/doku.php/ru/news
http://dlib.rsl.ru/rsl01011000000/rsl01011795000/rsl01011795713/rsl01011795713.pdf
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[48] 0% Дипломная работа_Сайфуллина … 23 Мая 2022 Кольцо вузов Источник исключен. Причина:
Маленький процент пересечения.

[49] 0% Диплом аспиранта Данилин Н.А. 11 Июн 2024 Кольцо вузов Источник исключен. Причина:
Маленький процент пересечения.

[50] 0% https://frcftm.ru/wp-content/uplo…
https://frcftm.ru

15 Апр 2024 Интернет Плюс* Источник исключен. Причина:
Маленький процент пересечения.

[51] 0% Performance Prediction of NUMA …
https://ieeexplore.ieee.org

27 Дек 2018 IEEE Источник исключен. Причина:
Маленький процент пересечения.

[52] 0%
https://s3.ca-central-1.amazonaw…
https://s3.ca-central-
1.amazonaws.com

10 Сен 2024 Интернет Плюс*
Источник исключен. Причина:
Маленький процент пересечения.

[53] 0% http://www.niboch.nsc.ru/lib/exe/…
http://niboch.nsc.ru

26 Авг 2024 Интернет Плюс* Источник исключен. Причина:
Маленький процент пересечения.

[54] 0% Масс-спектрометрия для анализ…
http://bibliorossica.com

26 Мая 2016 Сводная коллекция
ЭБС

Источник исключен. Причина:
Маленький процент пересечения.

[55] 0% Adapting pressure films to measu…
https://core.ac.uk

10 Сен 2024 Интернет Плюс* Источник исключен. Причина:
Маленький процент пересечения.

[56] 0% Оценка влияния источников заг…
http://dep.nlb.by

11 Ноя 2016 Диссертации НББ Источник исключен. Причина:
Маленький процент пересечения.

[57] 0% https://nauchkor.ru/uploads/docu…
https://nauchkor.ru

16 Мая 2022 Интернет Плюс* Источник исключен. Причина:
Маленький процент пересечения.

[58] 0% In vitro селекция направляющей…
https://nauchkor.ru

17 Июн 2024 Интернет Плюс* Источник исключен. Причина:
Маленький процент пересечения.

[59] 0% не указано 13 Янв 2022 Шаблонные фразы Источник исключен. Причина:
Маленький процент пересечения.

[60] 0% http://rusbiochem.org/files/uploa…
http://rusbiochem.org

23 Окт 2022 Интернет Плюс* Источник исключен. Причина:
Маленький процент пересечения.

[61] 0% https://pure.spbu.ru/ws/portalfile…
https://pure.spbu.ru

16 Мая 2024 Интернет Плюс* Источник исключен. Причина:
Маленький процент пересечения.

[62] 0% ВКР__Бишани 20 Мая 2024 Кольцо вузов Источник исключен. Причина:
Маленький процент пересечения.

[63] 0% https://sgpi.ru/user/-488/site/%D0…
https://sgpi.ru

03 Июн 2024 Интернет Плюс* Источник исключен. Причина:
Маленький процент пересечения.

[64] 0% Конференции ИХБФМ СО РАН [И…
http://niboch.nsc.ru

10 Сен 2024 Интернет Плюс* Источник исключен. Причина:
Маленький процент пересечения.

[65] 0% https://www.spbguvm.ru/sveden/f…
https://spbguvm.ru

10 Сен 2024 Интернет Плюс* Источник исключен. Причина:
Маленький процент пересечения.

[66] 0% Diagnosing Memory Provisioning i…
https://ieeexplore.ieee.org

05 Июн 2014 IEEE Источник исключен. Причина:
Маленький процент пересечения.

[67] 0% Ауыл шаруашылығы малдарын б…
http://adilet.zan.kz

21 Янв 2016 ИПС Адилет Источник исключен. Причина:
Маленький процент пересечения.

[68] 0% Об утверждении инструкций по …
http://adilet.zan.kz

21 Янв 2016 ИПС Адилет Источник исключен. Причина:
Маленький процент пересечения.

[69] 0% Теңіз кемелерін сыныптау және …
http://adilet.zan.kz

04 Окт 2017 ИПС Адилет Источник исключен. Причина:
Маленький процент пересечения.

[70] 0% Об утверждении Правил класси…
http://adilet.zan.kz

21 Янв 2016 ИПС Адилет Источник исключен. Причина:
Маленький процент пересечения.

https://frcftm.ru/wp-content/uploads/2023/03/%D0%90%D0%B2%D1%82%D0%BE%D1%80%D0%B5%D1%84%D0%B5%D1%80%D0%B0%D1%82-%D0%A1%D0%B0%D0%B2%D0%B8%D0%BD%D0%B0-%D0%98.%D0%90..pdf
https://ieeexplore.ieee.org/document/8591033
https://s3.ca-central-1.amazonaws.com/pstorage-ryerson-5010877717/28129362/Bridge_Deon.pdf?X-Amz-Algorithm=AWS4-HMAC-SHA256&X-Amz-Credential=AKIA3OGA3B5WHYJSWH2T/20230101/ca-central-1/s3/aws4_request&X-Amz-Date=20230101T201937Z&X-Amz-Expires=10&X-Amz-SignedHeaders=host&X-Amz-Signature=4edfc283c03084dc647caa25761170629b043efcd3c41f0a58c872680571724e
http://www.niboch.nsc.ru/lib/exe/fetch.php/ru/events/defence/zhuravlev_dissert.pdf
http://www.bibliorossica.com/book.html?&currBookId=16343
https://core.ac.uk/download/33558531.pdf
http://dep.nlb.by/jspui/handle/nlb/49659
https://nauchkor.ru/uploads/documents/60e41417e4dde5000173cefc.pdf
https://nauchkor.ru/pubs/in-vitro-selektsiya-napravlyayuschey-rnk-dlya-sistemy-genomnogo-redaktirovaniya-crispr-cas9-60e41417e4dde5000173cefc
http://rusbiochem.org/files/uploaded/BIOCHEM_Vol203022022.pdf
https://pure.spbu.ru/ws/portalfiles/portal/92122628/BIOCHEM_Vol210122021.pdf
https://sgpi.ru/user/-488/site/%D0%9D%D0%91%D0%9D%D0%9C-2022_%D0%A1%D0%B1%D0%BE%D1%80%D0%BD%D0%B8%D0%BA%20%D1%82%D0%B5%D0%B7%D0%B8%D1%81%D0%BE%D0%B2%20%D0%B4%D0%BE%D0%BA%D0%BB%D0%B0%D0%B4%D0%BE%D0%B2.pdf
http://www.niboch.nsc.ru/doku.php/ru/events/conf
https://www.spbguvm.ru/sveden/files/Otchet_o_samoobsledovanii_FGBOU_VO_SPbGUVM_za_2022_god.pdf
https://ieeexplore.ieee.org/document/6825333
http://adilet.zan.kz/kaz/docs/V14B0009818#5
http://adilet.zan.kz/rus/docs/V1400009818#5
http://adilet.zan.kz/kaz/docs/V11006982_4
http://adilet.zan.kz/rus/docs/V11006982_4#3


ФЕДЕРАЛЬНОЕ ГОСУДАРСТВЕННОЕ БЮДЖЕТНОЕ УЧРЕЖДЕНИЕ 

НАУКИ ИНСТИТУТ ХИМИЧЕСКОЙ БИОЛОГИИ И  

ФУНДАМЕНТАЛЬНОЙ МЕДИЦИНЫ СИБИРСКОГО ОТДЕЛЕНИЯ 

РОССИЙСКОЙ АКАДЕМИИ НАУК 

 

Отчёт о проверке текста научно-квалификационной работы на 

объём заимствования 

 

 

Украинцев Александр Андреевич 

 

«Роль белков PARP в структурно-функциональной организации нуклеосом» 

 

 

Оригинальность работы составляет 93.79%, что соответствует требованиям 

порядка и условиям допуска научно-квалификационных работ к защите на 

заседании Итоговой аттестации в аспирантуре ИХБФМ СО РАН. 

 

Проверку выполнила секретарь АК – к.б.н. С.К. Мирошниченко 

 


