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Генетический материал клетки в интерфазном ядре представлен в виде плотной  
ДНК-белковой структуры, называемой хроматином. Строение и динамика отдельных 
нуклеосом, представляющих собой первый уровень компактизации ДНК, в настоящее 
время хорошо изучена, тогда как сведения о структурно-функциональной организации 
более высоких уровней организации хроматина все еще ограничены. В настоящей рабо-
те предложен метод визуализации полинуклеосомных конструкций при помощи атом-
но-силовой микроскопии. Продемонстрирована сборка полинуклеосом на плазмиде 
с  применением октамеров рекомбинантных гистонов. Установлено, что при примене-
нии глутарового альдегида для фиксации препарата перед нанесением на подложку, ну-
клеосомы сохраняются, а их ширина и высота хорошо соответствует литературным дан-
ным. При этом сами плазмиды выглядят расправленными, что может помочь в изучении 
ДНК-белковых взаимодействий.
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Введение
В интерфазных ядрах эукариотических клеток 

ДНК организована в сложную ДНК-белковую 
структуру, называемую хроматином. Базовой 
структурной единицей хроматина является нукле-
осома, представляющая собой октамер гистоно-
вых белков, вокруг которого обернуто ~1,7 витка 
ДНК [1]. Следующим уровнем компактизации яв-
ляется так называемая 10-нм фибрилла, представ-
ляющая собой цепь нуклеосом, сформированных 
на хромосомной ДНК [2]. В присутствии низких 
концентраций катионов такая фибрилла форми-
рует более компактную структуру, получившую 
название 30-нм фибриллы [3], для которой было 
предложено несколько альтернативных моделей 
организации [4, 5]. Долгое время считалось, что 
один из вариантов укладки ДНК в 30-нм фибрил-
лу соответствует следующему уровню иерархиче-
ской организации генетического материала in vivo 
[6], однако обнаружить подобные структуры in 
vivo удалось лишь для очень ограниченного числа 
объектов [7]. В большинстве же интерфазных кле-
точных ядер иерархической организации укладки 
хроматина не наблюдалось [8–10]. В соответствии 

с этим в настоящее время считается, что интер-
фазный хроматин в диапазоне от сотен до тысяч 
п. н. не имеет четкой структуры [11, 12], а следую-
щим уровнем иерархической укладки являются 
топологически ассоциированные домены (Topo-
logically Associated Domain, TAD), возникающие 
в  результате экструзии петель 10-нм фибриллы 
когезинами или конденсинами [13, 14]. В  рамках 
этих представлений хроматин в масштабе единиц 
тысяч п. н. представляет собой плотно упакован-
ные полинуклеосомные цепочки, не имеющие 
четкой структуры и проявляющие свойства жид-
кой или гелеобразной фазы [15, 16]. Отдельные 
нуклеосомы при этом могут взаимодействовать 
как с ближайшими соседями, так и с фрагментами 
других TAD  [17,  18]. Подобная организация ин-
терфазного хроматина обусловливает необходи-
мость учета межнуклеосомных взаимодействий 
и конформационных ограничений при моделиро-
вании структур, участвующих в регуляции генети-
ческого аппарата клетки. Еще одним процессом, 
обусловливающим структурную и функциональ-
ную организацию хроматина, является формиро-
вание крупных надмолекулярных структур нечет-
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кого состава [19], происходящее за счет 
разделения жидких фаз и взаимодействия между 
белковыми доменами со внутренней неупорядо-
ченностью  [20]. Указанные особенности ограни-
чивают информативность мононуклеосомных мо-
делей, традиционно применяемых для анализа 
динамики и регуляции работы хроматина. Экспе-
риментальные подходы с применением ди- и три-
нуклеосом позволяют учесть некоторые свойства 
высших уровней компактизации хроматина, та-
кие, как присутствие соседних нуклеосом и огра-
ничение подвижности линкерной ДНК, однако, 
в силу небольших размеров ДНК-матриц, их при-
менение ограничено в основном изучением сайт-
специфических взаимодействий [21]. Полинукле-
осомные матрицы с регулярным расположением 
нуклеосом моделируют межнуклеосомные взаи-
модействия и, в сочетании с криоэлектронной ми-
кроскопией высокого разрешения, могут приме-
няться для визуализации взаимодействия 
с хроматином белков, содержащих участки со вну-
тренней неупорядоченностью, таких, как линкер-
ные гистоны [22]. Тем не менее, регулярные поли-
нуклеосомные матрицы в подобных экспериментах 
свернуты в фибриллоподобные структуры, отсут-
ствующие в  большинстве клеточных ядер. Экспе-
риментальные подходы, обеспечивающие визуа- 
лизацию нерегулярных или квазирегулярных поли-
нуклеосомных матриц и их комплексов с регуля-
торными белками могут позволить моделировать 
структуры, которые при помощи текущих модель-
ных систем воспроизвести не удается. В настоящей 
работе предлагается метод визуализации искус-
ственных полинуклеосомных конструкций при по-
мощи атомно-силовой микроскопии.

Материалы и методы
Сборка полинуклеосом. Плазмида pYP05, со-

держащая 13 тандемных повторов нуклеосом-по-
зиционирующей последовательности S601 [23], 
была сконструирована ранее [24]. Для амплифи-
кации плазмиды применили штамм E. coli XL10 
Gold. Клетки бактерий трансформировали элек-
тропорацией и выращивали на среде LB в течение 
12 ч при 37ºС. Выделение плазмиды производили 
при помощи набора Plasmid midiprep 2.0 (Евроген, 
Россия) в соответствии с протоколом производи-
теля. Октамеры рекомбинантных гистонов Xenopus 
laevis были получены с применением ранее опу-
бликованной методики [25]). Для реконституции 
нуклеосом плазмиду смешивали с октамерами ги-
стонов в буфере для диализа (2 M NaCl, 10 mM 
HEPES, 0,1% NP40, 0,2 mM ЭДТА, 5 mM 
β-меркаптоэтанола). Полученную пробу диализо-
вали против буферов с последовательно уменьша-
ющейся концентрацией NaCl, аналогично опи-
санной ранее процедуре [26].

Рестрикционный анализ препаратов полинукле-
осом. Для оценки качества получаемых полину-

клеосом применяли метод удлинения праймера, 
описанный ранее [24]. Препараты полинуклеосом 
обрабатывали рестриктазами AluI и EcoRI (Си-
бэнзим, Россия) в соответствии с протоколом 
производителя. Образовавшиеся фрагменты ДНК 
экстрагировали из раствора с помощью смеси фе-
нола и хлороформа. Очищенную ДНК использо-
вали в качестве матрицы для реакции удлинения 
праймеров с олигонуклеотидом, меченым флуоро-
фором Cy5 (Lumiprobe, Россия), комплементар-
ным участку плазмидной ДНК выше последова-
тельности S601, наиболее удаленной от сайта 
узнавания рестриктазы EcoRI. Полученную смесь 
оцДНК, несущих флуорофоры Су5, анализирова-
ли при помощи секвенирующего электрофореза 
в полиакриламидном геле с мочевиной. Визуализа-
цию полос в геле производили с помощью флуо-
ресцентного сканера Typhoon (Amersham, США).

Атомно-силовая микроскопия (АСМ). Для изме-
рений методом АСМ образцы полинуклеосом фик-
сировали с помощью 1%-ного глутарового альдеги-
да. Фиксацию проводили в буфере (10 мМ HEPES, 
pH 7,5) в течение 30 мин при комнатной темпера-
туре. Затем образцы разводили до концентрации 
ДНК ~1–3 мкг/мл и добавляли раствор MgCl2 до 
концентрации 2–3 мМ. Этот раствор наносили на 
сколотую поверхность слюды и инкубировали в те-
чение 1 мин. После этого каплю раствора удаляли 
фильтровальной бумагой и  отмывали поверхность 
слюды водой в течение 3–5 мин. В конце слюду вы-
сушивали потоком азота.

Сканирование проводили на микроскопе Ин-
тегра Прима (ООО «Нова СПБ», Россия) в полу-
контактном режиме. Использовали кантилеверы 
HA_HR (характерная жесткость 17 Н/м, типичный 
радиус кривизны менее 10 нм). Обработку изобра-
жений проводили с помощью программ Nova 
(ООО «Нова СПБ», Россия) и FemtoScan Online [27].

Результаты и обсуждение
Получение препаратов полинуклеосом. Для по-

лучения препаратов необходимого качества про-
водили сборку полинуклеосом на плазмиде pYP05 
с разным массовым соотношением ДНК и октаме-
ров гистонов. Долю сформировавшихся нуклео-
сом относительно числа позиционирующих по-
следовательностей оценивали при помощи 
реакции удлинения праймера (рис. 1А). При соот-
ношении ДНК и октамеров 5:1 наблюдалось пре-
обладание коротких рестрикционных фрагментов 
в пробе при практически полном отсутствии 
длинных, что соответствует полинуклеосомам, на 
которых более одной свободной позиционирую-
щей последовательности. При соотношении 
ДНК:октамер 1:1 коротких рестрикционных фраг-
ментов практически не наблюдается, что свиде-
тельствует о достижении концентрации, близкой 
к насыщающей. Соотношения ДНК:октамер, рав-
ные 2,5:1 и 1,67:1 характеризуются присутствием 
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полного набора рестрикционных фрагментов. 
При этом количество коротких и длинных ре-
стрикционных фрагментов одинаковое в случае 
соотношения 2,5:1, или сдвинуто в пользу длин-
ных фрагментов в случае соотношения 1,67:1 
(рис.  1Б). Подобная картина соответствует кон-
центрации октамера гистонов ниже насыщающей 
и формированию нуклеосом не менее чем на 
12 позиционирующих последовательностей из 13.

Разработчики плазмиды pYP05 использовали 
ее для сборки полинуклеосомы с применением 
донорного хроматина [28]. Описанная ими мето-
дика была нами модифицирована – вместо до-
норного хроматина мы использовали октамеры 
рекомбинантных гистонов. Такой подход позво-
ляет сформировать на ДНК-матрице одинаковые 
по своему составу нуклеосомы. Донорный хрома-
тин, получаемый из клеточных ядер, включает 
множество вариантов гистонов, несущих трудно-
характеризуемые посттрансляционные модифи-
кации. Использованный в данной работе подход 
позволяет получить препараты с высокой плотно-
стью нуклеосом на последовательностях S601 
и в широком диапазоне соотношений концентра-
ций ДНК и октамера. При этом состав применяе-
мых для сборки октамеров может быть выбран 
в соответствии с решаемой задачей и включать за-
данные варианты гистонов или миметики пост-
трансляционных модификаций. Для эксперимен-
тов по визуализации полинуклеосом был выбран 
препарат с  соотношением ДНК-октамер 1,67:1, 
поскольку он характеризуется более высокой 
плотностью нуклеосом на позиционирующих по-
следовательностях по сравнению с препаратами с 
меньшей концентрацией октамеров. При этом 
концентрация октамеров в этом препарате все 
еще ниже насыщающей, что снижает вероятность 
формирования агрегатов.

Визуализация полинуклеосом Для контроля 
структуры полинуклеосом использовали метод 
АСМ. Типичные изображения, полученные с его 
помощью, представлены на рис. 2А–Г. Полину-
клеосомы, как и следовало ожидать, выглядели 
как наборы гранул, соединенных тонкими нитями 
ДНК. Высота ДНК над подложкой составляла 
0,4–0,7 нм, как это часто бывает при нанесении 
молекул ДНК на слюду в присутствии ионов двух-
валентных металлов [29]. Гранулы, связанные 
с ДНК, могут быть интерпретированы как отдель-
ные нуклеосомы или их группы, если они распо-
ложены очень близко.

Данные о высоте и ширине отдельных гранул 
собраны на рис. 2Д. На графике разная форма 
символов соответствует разным полинуклеосо-
мам. Видно, что высота гранул лежала в диапазоне 
1,3–6,2 нм, а ширина в диапазоне 11–26 нм (ее из-
меряли на половине высоты, располагая линию 
сечения преимущественно поперек молекулы 
ДНК). При этом, если рассматривать взаимное 
расположение точек, оказывается, что гранулы 
можно условно разделить на «мелкие» (высота 
1,3–3,5 нм, ширина 11–18 нм) и «крупные» (высо-
та 2,0–6,2 нм, ширина 18–23 нм). Область  
диаграммы, в которой сосредоточены точки, соот-
ветствующие «мелким» частицам, обведена пун-
ктирной линией, в этой области расположены 
43 частицы из 67. Можно предположить, что «мел-
кие» частицы представляют собой отдельные ну-
клеосомы, а «крупные» представляют собой груп-
пы, т.е. близко расположенные пары и тройки 
нуклеосом. Они вариабельны по размерам, пото-
му что они могут существенно различаться по вза-
имному расположению нуклеосом, входящих 
в группу. Данные о размерах «мелких» гранул хо-
рошо соответствуют данным о размерах отдельных 
нуклеосом, получаемых методом АСМ [30–32].

Рис. 1. Рестрикционный анализ препаратов полинуклеосом. А – Схема рестрикционного анализа и реакции удлинения прайме-
ров. 1 – Обработка препарата полинуклеосом эндонуклеазами. 2 – Очистка получившихся фрагментов ДНК и гибридизация 
с праймерами, содержащими флуоресцентную метку. 3 – Удлинение праймеров полимеразой до сайта расщепления эндонукле-
азой. 4 – Секвенирующий электрофорез фрагментов оцДНК с флуоресцентными метками. Б – Результаты электрофореза про-
дуктов реакции удлинения праймеров для препаратов полинуклеосом с разным массовым соотношением ДНК и октамеров 
(указано над дорожками).
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Характеристики кантилевера, а также параме-
тры сканирования могут влиять на значения изме-
ряемых характеристик – и ширины объектов, и их 
высоты над подложкой. Это влияние показано как 
для ДНК [33], так и для белков [34], и оно создает 
очевидные метрологические сложности. Они усугу-
бляются тем, что кантилеверы из одной упаковки 
могут значительно различаться по основным харак-
теристикам (прежде всего, по жесткости и радиусу 
кривизны). В данном случае возможные искажения 
размеров, связанных с процессом и  параметрами 
сканирования, уже учтены на этапе построения ди-
аграммы (рис. 2Д). На ней присутствуют точки, со-
ответствующие гранулам, изображения которых 
получены разными кантилеверами (все они были 
одного и того же типа HA_HR) и  при разных на-
стройках АСМ.

При подготовке образцов ожидалось, что ну-
клеосомы преимущественно формируются на по-
зиционирующих последовательносях, входящих 
в  состав плазмиды, при этом избыток октамеров 
будет неспецифически связываться с оставшейся 
плазмидной ДНК. Оказалось, что при выбранном 
соотношении ДНК:октамер (1,67:1) нуклеосомы 
практически равномерно распределены по плаз-
миде, без явного сгущения в одной области.  
В совокупности с данными анализа методом уд-
линения праймеров это демонстрирует высокое 
неспецифическое связывание гистонов с ДНК. 
Оно позволяет регулировать плотность нуклеосом 
на плазмиде за пределами последовательностей 
S601 при помощи изменения концентрации окта-
мера в пробе, однако снижает информативность 
оценки качества сборки препаратов полинуклео-

Рис. 2. Исследование полинуклеосом методом АСМ. Соотношение ДНК:октамер – 1,67:1. А–Г – изображения полинуклеосом, 
Д – взаимосвязь между высотой и шириной отдельных объектов, связанных с ДНК. Количество объектов на диаграмме N = 67.
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сом методом удлинения праймера в силу невоз-
можности прямого сопоставления изображений 
полинуклеосом с  картиной распределения ре-
стрикционных фрагментов.

Применяемые методы нанесения препарата 
на подложку обеспечивают фиксацию большин-
ства плазмид в расправленном виде, что позволяет 
хорошо различать отдельные нуклеосомы и оце-
нивать расстояния между ними. Релаксированная 
конформация ДНК, по-видимому, объясняется ее 
поверхностной диффузией после адсорбции на 
подложку [35].

Заключение
В данной работе описана методика формиро-

вания полинуклеосом с помощью плазмиды pYP05 
и рекомбинантных гистонов. Получены полину-
клеосомы с высокой загрузкой октамеров на нукле-
осом-позиционирующие последовательности – это 
показано реакцией удлинения праймеров. Мето-
дом АСМ получены изображения полинуклеосом 
на подложке: индивидуальные нуклеосомы имели 
высоту 1,3–3,5 нм и ширину 11–18 нм, что хорошо 
соответствует литературным данным.

АСМ является приемлемым методом визуали-
зации, но с ним связан ряд ограничений. Напри-
мер, из-за ограничения разрешения, связанного 
с конечным радиусом кривизны кантилевера, и со-
ответствующего уширения объектов, не всегда уда-
ется описать близко расположенные пары и тройки 
нуклеосом. Чтобы предотвратить вытеснение ги-
стонов с ДНК, полинуклеосомы фиксировали глу-
таровым альдегидом [36]). В данной работе фикса-

цию проводили при низкой концентрации 
моновалентных катионов, что препятствовало фор-
мированию межнуклеосомных взаимодействий 
и укладке 10-нм фибриллы в компактные структу-
ры. Фиксация стабилизирует нуклеосомы и значи-
тельно облегчает измерения, но в общем случае мо-
жет приводить к артефактам и, в том числе, 
гипотетически может приводить к ковалентной 
сшивке близко расположенных нуклеосом. Поэто-
му в дальнейшем мы планируем более детально 
проанализировать влияние условий фиксации 
и нанесения образца на подложку на конформацию 
полинуклеосом, видимую с помощью АСМ.

Изображения, получаемые методом АСМ, по-
зволяют оценивать среднее число нуклеосом на 
плазмиде и проследить возможные изменения это-
го параметра под влиянием условий эксперимента. 
При таком расположении полинуклеосом также 
потенциально можно визуализировать молекулы 
белков, связывающихся с межнуклеосомными 
участками ДНК, и это может быть использовано 
для определения закономерностей регуляции ак-
тивности и структурных перестроек хроматина. 
В то же время могут быть сложности с  тем, чтобы 
отличить нуклеосому от крупного глобулярного 
белка, связанного с ДНК.

Работа выполнена при поддержке Российско-
го научного фонда (проект № 21-64-00001-П). На-
стоящая работа не содержит собственных иссле-
дований с использованием людей и животных 
в  качестве объектов. Авторы заявляют об отсут-
ствии конфликта интересов.
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Visualization of artificial polynucleosomal constructs  
with atomic force microscopy
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Genetic material of the cell in interphase nucleus is present in a form of a dense DNA-protein 
structure named chromatin. Structure and dynamics of single nucleosome, which is the basic 
unit of DNA compactization, is currently well-studied, although the data about the structural 
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and functional organization of higher-level chromatin folding, is still scarce. In the present 
work, a method of visualization of polynucleosomal constructs using atomic force microscopy is 
proposed. Polynucleosome assembly on a plasmid with the use of recombinant histone octamers 
was demonstrated. It was established that glutaraldehyde treatment of polynucleosome sample 
before its immobilization on a surface preserves nucleosomes, and their height and width 
corresponds well with previously obtained data. Plasmids themselves were predominantly In 
extended conformation, which may help studying DNA-protein interactions.
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