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Транскрипция в клетке осуществляется специализированными ферментами – РНК-поли- 
меразами. РНК-полимеразы транскрибируют ДНК с образованием элонгационных ком-
плексов (ЭК), в том числе участвующих в регуляции транскрипции. Криоэлектронная ми-
кроскопия (криоЭМ) позволяет определять структуры этих комплексов и выяснять меха-
низмы транскрипции хроматина. Однако подготовка образцов ЭК, пригодных для изучения 
методом криоЭМ, представляет определенные сложности. В данной работе проведена раз-
работка протоколов для подготовки образов ЭК с положением активного центра РНКП 
в  позиции +39 от входа в нуклеосому (ЭК+39). Образование комплексов подтверждалось 
методами электрофореза и электронной микроскопии негативного контрастирования. Раз-
работанные методы могут быть использованы для изучения ЭК+39 методом криоЭМ. 
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Введение
Транскрипция является одним из основных 

процессов, определяющих реализацию генетиче-
ской информации в клетке. Она осуществляется 
посредством синтеза молекул РНК специализиро-
ванными ферментами – ДНК-зависимыми РНК-
полимеразами (РНКП). 

У эукариот ядерная ДНК упакована в хрома-
тин – ДНК-белковый комплекс, минимальной 
структурной единицей которого является нуклео-
сома. Эукариотическая РНКП II транскрибирует 
нуклеосомную ДНК с характерными остановками 
элонгационных комплексов (ЭК). Остановки 
РНКП не являются случайными и имеют регуля-
торное значение [1].

Активное развитие криоэлектронной микро-
скопии (криоЭМ) последних лет позволило ис-
пользовать этот метод для изучения механизмов 
транскрипции хроматина путем определения 
структур ЭК в различных положениях РНКП вну-
три нуклеосомы. В 2018 г. была опубликована 
криоЭМ структура ЭК РНКП II Saccharomyces 
cerevisiae с нуклеосомой с разрешением 4,4 Å [2]. 
В  том же году были получены структуры ЭК со 

спонтанными остановками РНКП II в четырех су-
перспиральных положениях внутри нуклеосомной 
ДНК: SHL(-6), SHL(-2), SHL(-5) и SHL(-1) [3]. 
Эти структуры проиллюстрировали последова-
тельные этапы откручивания ДНК от поверхности 
гистонового октамера в процессе транскрипции in 
vitro. Создание специальных нуклеосомных ДНК-
матриц позволило получить структуры ЭК, в ко-
торых РНКП II была остановлена в положениях 
42, 49, 58 и 115 пар оснований от входа в нуклео-
сому (соответствуют SHL(-1), SHL(0), SHL(+1) 
и  SHL(+6)) [4]. Также с помощью криоЭМ была 
получена структура промежуточного продукта 
прохождения через нуклеосому – комплекса 
РНКП II с транскрипционными факторами и гек-
сасомой, в которой отсутствует проксимальный 
димер H2A–H2B [5]. В 2023 г. была опубликована 
структура ЭК РНКП II в положении SHL(-3,5) 
в комплексе с Rad26 – белком, необходимым для 
репарации ДНК [6]. Также криоЭМ структуры ЭК 
позволили прояснить механизм промотор-прок-
симального паузирования (остановки РНКП II 
между началом транскрипции и первой нуклеосо-
мой) [7] и транскрипции РНКП II ядерного хро-
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матина клеток человека (HeLa) [8]. Таким обра-
зом, изучение ЭК с помощью криоЭМ является 
актуальной темой исследований. Наша работа по-
священа изучению элонгационного комплекса, 
где активный центр РНКП находится в позиции 
+39 от входа в нуклеосому (ЭК+39). 

С помощью метода молекулярного докинга 
было показано, что в ЭК+39 за счет изгиба ДНК 
может происходить образование небольшой пет-
ли – петли нулевого размера или Ø-петли [9]. 
Предположительно, это структурное образование 
способствует сохранению положения гистонового 
октамера на матрице ДНК после прохождения 
РНКП и сохранению эпигенетической информа-
ции [9]. В данной работе используется РНКП 
E.  coli, которая часто применяется в системах in 
vitro, воспроизводящих важные особенности транс-
крипции хроматина in vivo. Биохимическими мето-
дами показано, что этот фермент воспроизводит 
механизм прохождения эукариотической РНКП II 
через нуклеосому [10]. В данной работе применяет-
ся протокол получения ЭК на модифицированной 
ДНК-матрице в условиях дефицита определенного 
типа нуклеотидов, описанный ранее [10, 11]. Полу-
ченный при таком подходе препарат содержит зна-
чительное количество активных ЭК [12]. Таким об-
разом, РНКП остаются интактными и при 
добавлении недостающего рибонуклеотида способ-
ны продолжать процесс продуктивного удлинения 
транскрипта РНК, т.е. элонгации. Паузирование 
РНКП является универсальным процессом, регу-
лирующим длину транскрипта как у бактерий [13], 
так и у эукариот [14]. Недавно было показано, что 
статистическое сокращение длины транскрипта 
у человека коррелирует с возрастом [15]. Изучение 
транскрипционных нарушений важно также для 
понимания генезиса и иммунорезистентности 
рака [16]. Более того, исследование механизма про-
хождения РНКП через нуклеосому важно в  связи 
с  процессом сохранения нуклеосом при транс-
крипции и его влиянием на эпигенетический «ги-
стоновый код» [9, 17].

Целью данной работы является создание про-
токола получения препарата ЭК+39, пригодного 
для изучения методом криоЭМ.

Материалы и методы
Получение рекомбинантной ДНК-матрицы 

T7A1-s603-40А-One_step. Фрагменты ДНК-матриц, 
полученные из матрицы T7A1-s603-40А [10] в ре-
зультате сайт-направленного мутагенеза были  
амплифицированы, очищены из агарозного геля 
с  помощью коммерческого набора Cleanup 
Standard (Евроген, Россия) и вставлены в плазмиду 
pGEM 3zf(+). Отбор плазмид с целевой вставкой  
T7A1-s603-40А-One_step осуществлялся с помо-
щью селекции в клетках E. сoli (XL1-Blue) и секве-
нирования полученной ДНК (выполнено в центре 
коллективного пользования «Геном», Россия).

Последовательность ДНК-матрицы T7A1-
s603-40А-One_step от сайта старта транскрипции 
до +39 положения от входа в нуклеосому:
TCAAAAAGAGTATTGACTTAAAGTCTAACCTA
TAGGATACTTACAGCCATCGAGAGGGACACG
GCGAAAAGCCAACCCAAGCGACACCGGCACA
GGGGCCCAGAACGCGCGCCCACCAACCGAG
AGAAGACGACACATGGGCTTCTAAGTACGCT
TAGGCCACGGTAGAGGGCAATCCAAGCTAAC
CACCGTGCATCGATGTTGAAAGAGGCCCTCC
GTCCTTATTCTTC.

После проверки того, что последовательность 
ДНК-матрицы T7A1-s603-40А-One_step не содер-
жит оснований цитозина до 11-ого положения 
и оснований тимина до 89-ого положения относи-
тельно старта транскрипции (отмечены жирным 
шрифтом), данная матрица была наработана ме-
тодом полимеразной цепной реакции (ПЦР) с по-
мощью Taq ДНК-полимеразы (Евроген, Россия) 
в  амплификаторе Veriti Thermal Cycler (Applied 
Biosystems, США) и очищена из агарозного геля, 
как описано выше. Поскольку эффективность 
ПЦР с плазмиды pGEM 3zf(+)-T7A1-s603-40А-
One_step была очень низка, целевой фрагмент 
вставили в плазмиду pTZ57R и повторно секвени-
ровали (центр коллективного пользования «Ге-
ном», Россия). Для представленного в статье экс-
перимента транскрипционная матрица была 
получена методом ПЦР с плазмиды pTZ57R-
T7A1-s603-40А-One_step с использованием Q5 Hot 
Start High-Fidelity ДНК-полимеразы (NEB, Вели-
кобритания) и праймеров 282_For_whst (5’ – CCG 
GGA TCC AGA TCC CGA AAA TTT A – 3’), 282_
Rev_whst (5’– CGT CGG ATC CGT ACC CCA 
GGG ACT T – 3’) в амплификаторе T100 Thermal 
Cycler (Bio-Rad Laboratories, США). ПЦР-продукт 
очищали из агарозного геля с использованием 
коммерческого набора, как описано выше. 

Получение и очистка РНК-полимеразы E. coli. 
Клетки E. coli BL21 (DE3) трансформировали ме-
тодом электропорации экспрессионной плазми-
дой pSV10, кодирующей субъединицы корового 
фермента РНК-полимеразы E. coli (альфа (α), бета 
(β), бета-штрих (β›) и омега (ω)) и гексагистиди-
новый фрагмент (His6) [18]. Культуру клеток нара-
щивали при температуре 32°С в течение 8 ч в тер-
мостатируемом шейкере New BrunswickTM Excella 
E24 (Eppendorf, Германия) до оптической плотно-
сти OD600 = 0,6 (спектрофотометр Biophotometer 
plus (Eppendorf, Германия)). Далее для аутоиндук-
ции экспрессии 0,5 мл культуры переносили 
в 500 мл среды LB, содержащей 150 мкг/мл ампи-
циллина и инкубировали в течение 16–18 ч при 
32°С до итогового значения OD600 = 4–5. Затем 
культуру осаждали в центрифуге с охлаждением 
5810R (Eppendorf, Германия) на 6000 об./мин при 
4°С в течение 10 мин и промывали клеточный оса-
док охлажденным 10 мМ фосфатно-солевым бу-
фером (PBS, Phosphate-Buffered Saline). Выделе-
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ние проводили с помощью хроматографической 
системы AKTA Purifier 10 в три стадии: металл-аф-
финная хроматография (колонка для хроматогра-
фии с Ni-NTA сефарозой (Sepax, Китай)), хрома-
тография на гепариновом носителе (колонка для 
хроматографии со смолой Heparin Hyper D (наби-
та самостоятельно)) и анионообменная хромато-
графия (колонка MonoQ (Cytiva, США)) [18]. 
Концентрацию белка измеряли с помощью флуо-
риметра Qubit 4 (Thermo Fisher Scientific, США). 
В данной статье использовали фракцию холофер-
мента РНКП E. coli с концентрацией 6,27 мкМ.

Сборка нуклеосом на ДНК-матрице и октаме-
рах рекомбинантных гистонов Homo sapiens. Сбор-
ка нуклеосом проводилась в объеме 50 мкл 
с 8,5 мкг очищенной ДНК-матрицы T7A1s603-40А 
(Mw = 173731,12 г/моль). Реконституция нуклео-
сом проводилась методом ступенчатого диализа 
против буферов с убывающей концентрацией 
NaCl, начиная с 2 М, при температуре 4°С, как 
показано Люгер и соавт. [19]. Для сборки нуклео-
сом в качестве донора гистонов использовали пре-
парат октамеров гистонов человека (hOct) с кон-
центрацией 2 мг/мл, полученный на основе 
описанных ранее протоколов [19, 20]. После этого 
проводили электрофорез полученных комплексов 
в нативных условиях в полиакриламидном геле 
(ПААГ; 4% АА:БА (39:1)) в 1× HEPES-буфере 
(5 мМ HEPES pH 8,0, 1 мМ ЭДТА) в вертикальной 
камере для электрофореза Mini-Protean Tetra (Bio-
Rad, США). ПААГ окрашивали флуоресцентным 
красителем для нуклеиновых кислот SYBR Gold 
(Thermo Fisher Scientific, США), что позволило 
производить детекцию в канале флуоресценции 
Cy3 с помощью флуоресцентного ридера Amersh-
am Imager 680 (GE, США). Молярное соотноше-
ние ДНК-матрица:hOct составило 1:1. Итоговая 
концентрация образца нуклеосом составила 
170 нг/мкл в расчете на ДНК.

Получение ЭК+39 на нуклеосоме методом in 
vitro транскрипции РНК-полимеразой E. coli. Для 
сборки ЭК+39 методом транскрипции in vitro ис-
пользовали образец нуклеосомы с концентрацией 
170 нг/мкл и холофермент РНКП E. coli с концен-
трацией 6,27 мкМ, полученные ранее. Транскрип-
цию in vitro проводили в стерильных безнуклеаз-
ных пробирках с низкой адгезией к белкам 
и  нуклеиновым кислотам (НК) (USA Scientific, 
США). Для получения открытого комплекса 
в  5  мкл реакционной смеси на льду добавляли 
РНКП E. сoli до концентрации 0,125 мкл на 100 нг 
(примерное молярное соотношение мононуклео-
сом: РНКП E. coli = 1:2) и 0,25 мкл на 100 нг (при-
мерное молярное соотношение мононуклео-
сом: РНКП E. coli = 1:4) в 1× буфере HTB40 
(20  мМ Hepes-HCl pH 8,0, 5 мМ MgCl2, 2  мМ 
β-меркаптоэтанола, 40 мМ KCl). ЭК-39 с  РНКП 
E. coli, остановленной в -39 положении матрицы 
относительно входа в нуклеосому, получали путем 

добавления 20 мкM РНК-затравки 5’-ApUpC 
(rAUC, АУЦ), 40 мкM АТФ, 40 мкM ГТФ. Для по-
лучения комплекса ЭК+39 концентрацию KCl 
в пробе, содержащей ЭК-39, доводили до 150 мМ, 
а затем добавляли 20 мкг/мл рифампицина 
и 5 мкМ ЦТФ. Открытый комплекс получали в те-
чение 5 мин при 37°С в термостате Термит (ДНК-
технология, Россия), а получение ЭК-39 и +39 
проводили в течение 10 минут при 20°С и 25°С со-
ответственно.

Очистка и анализ длины РНК-продуктов. РНК-
продукты были очищены из препаратов ЭК с ис-
пользованием реагента для выделения суммарной 
РНК ExtractRNA (Евроген, Россия). К пробам до-
бавляли по 165 мкл реагента, инкубировали 5 мин 
при 25°С, добавляли по 35 мкл хлороформа, встря-
хивали и центрифугировали при температуре 4°С 
в течение 10 мин при максимальных оборотах в на-
стольной центрифуге с охлаждением 5810R (Eppen-
dorf, Германия). Супернатант отбирали, для осаж-
дения НК добавляли 1/10 объема 3М ацетата 
натрия (рН 5,2), 1 мкл гликогена 20 мг/мл и 3 объе-
ма 96%-ного этилового спирта; пробы инкубирова-
ли при –20°С, затем НК осаждали центрифугиро-
ванием при температуре 4°С в  течение часа 
в  центрифуге с охлаждением 5810R (Eppendorf, 
Германия) при максимальных оборотах. Осадок 
промывали 80%-ным охлажденным этанолом, вы-
сушивали и растворяли в 3 мкл безнуклеазной 
воды. Распределение транскриптов по длине ана-
лизировали методом денатурирующего электрофо-
реза в ПААГ (8% АА:БА (38:2), 8 М мочевина, 1× 
Трис-боратный буфер, TBE – Tris-Borate-EDTA) 
в  системе для секвенирующего электрофореза 
Sequi-Gen GT System (Bio-Rad, США). Перед нане-
сением к пробам добавляли равный объем денату-
рирующего буфера (95% (v/v) формамид, 0,1%-ный 
додецилсульфат натрия, 1× TBE) и прогревали 
в  термостате Термит (ДНК-технология, Россия) 
при 98°С в течение 5 мин. Электрофорез прогретых 
проб проводили при 60 Вт в 1× буфере TBE в геле, 
предварительно разогретом в ходе предварительно-
го электрофореза до 60–70°С. Визуализацию флуо-
ресцентно-окрашенных транскриптов проводили 
на сканере Typhoon RGB (Cytiva, США).

Просвечивающая электронная микроскопия 
(ПЭМ) с негативным контрастированием. Для ис-
следования с использованием ПЭМ образцы ком-
плексов наносились на поверхность медной се-
точки, покрытой подложкой из аморфного 
углерода (EMCN, Китай), предварительно гидро-
филизированной с помощью тлеющего разряда на 
установке EasyGlow (TedPella, США). Негативное 
контрастирование производилось 1%-ным раство-
ром уранилацетата в течение 30 с. ПЭМ-
изображения получены с помощью просвечиваю-
щего электронного микроскопа JEM-2100 (JEOL, 
Япония) при ускоряющем напряжении 200 кВ, 
при дефокусировке объективной линзы -1,8 мкм, 
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при увеличении, соответствующем калиброванно-
му размеру пикселя 1,4 Å на камере DE-20 (Direct 
Electron, США). Автоматизированная съемка 
больших наборов изображений производилась 
с  помощью программного обеспечения SerialEM 
версии 3.8 [21]. Структура комплексов анализиро-
валась с помощью кластерного анализа большого 
количества проекций отдельных наблюдаемых на 
изображениях объектов (частиц). Для этого в про-
граммном обеспечении Relion 3.1 [22] определя-
лись координаты таких объектов на исходных изо-
бражениях и вырезались соответствующие им 
фрагменты. Затем производились последователь-
ные двумерные классификации, а получаемые 
классовые суммы оценивались визуально.

Результаты и обсуждение
Сборка ЭК+39 методом транскрипции in vitro. 

Протокол транскрипции in vitro был аналогичен 
представленному ранее с некоторыми изменения-
ми [23]. Получение ЭК-39 проводилась при 20°С, 
с увеличенной в два раза концентрацией рНТФ 
(40 мкM АТФ, 40 мкM ГТФ) с целью увеличения 
доли популяции продуктивных ранних иницииру-
ющих комплексов [24, 25]. Ранее ЭК+39 был по-
лучен с использованием нуклеосом, собранных 
с  использованием донорного хроматина, лишен-
ного H1 [23, 26]. В данной работе для получения 
более гомогенных нуклеосом вместо донорного 
хроматина из куриных эритроцитов использо- 
вали рекомбинантные очищенные октамеры ги-
стонов человека (human Oct, hOct). Реконститу-
цию hOct-нуклеосом проводили на ДНК-матрице 
T7A1-s603-40А-OneStep, позволяющей достигать 

положения +39 без дополнительной остановки 
в положении –5 в процессе элонгации. Получение 
ЭК+39 без промежуточной элонгационной паузы 
и смены набора нуклеотидов после достижения 
положения –5 позволяет увеличить концентра-
цию ЭК в итоговом образце [23]. В результате 
сборка ЭК+39 осуществлялась с одной останов-
кой при ранней элонгации в положении –39 отно-
сительно входа в нуклеосому, которая требуется 
для синхронного старта РНКП во всех ЭК, и од-
ной элонгационной целевой остановкой в поло-
жении +39 (рис. 1А). 

Получение проб ЭК+39 при разных молярных 
соотношениях нуклеосома:РНКП. Для подтвержде-
ния сборки ЭК+39 путем in vitro транскрипции 
и оценки ее эффективности использовалась визу-
ализация РНК-транскриптов целевой длины ме-
тодом электрофореза в денатурирующих условиях 
(рис. 1В). Для ЭК+39 характерная длина транс-
крипта составляет 89 нуклеотидов. 89-нуклеотид-
ные транскрипты получены для подтверждения 
сборки ЭК+39 как на нуклеосоме, так и на ин-
тактной ДНК в качестве контроля (рис. 1В). 

С учетом образования динуклеосом (комплек-
сов с двумя октамерами гистонов) как побочных 
продуктов реконституции концентрация целевых 
комплексов с одним октамером гистонов, или мо-
нонуклеосом, составила примерно половину от 
общей концентрации, добавленной ДНК 
(рис.  1Б). Исходя из этого, ЭК+39 собирали при 
двух эмпирически подобранных молярных соот-
ношениях мононуклеосома:РНКП (1:4 и 1:2), не 
изменяя другие условия. Так, открытый комплекс 
(ОК) и ЭК-39 в обоих случаях были получены при 

Рис. 1. Транскрипция hOct-нуклеосомы in vitro. А – схема эксперимента. К1:4 – ЭК+39, полученный при соотношении 
мононуклеосома:РНКП равном 1:4 и при концентрации KCl 150 мМ; К1:2 – ЭК+39, полученный при соотношении 
мононуклеосома:РНКП равном 1:2 и при концентрации KCl 150 мМ. Б – нативный гель-электрофорез нуклеосом, используе-
мых для сборки ЭК+39. M – ДНК-маркер Thermo Scientific GeneRuler 1kb DNA Ladder, Нукл. – проба, полученная после рекон-
ституции нуклеосом; Динукл. – динуклеосома (комплекс ДНК-матрицы и двух октамеров гистонов), Мононукл. ― мононукле-
осома (комплекс ДНК-матрицы и одного октамера гистонов). Черными стрелками с цифрами отмечены положения и длины 
характерных фрагментов ДНК-маркера. В – анализ РНК-транскриптов, полученных в результате сборки ЭК+39, в денатуриру-
ющих условиях. +34, +39, +44 – ЭК с активным центром РНКП в положениях ДНК-матрицы +34, +39, +44 соответственно; 
К1:4, К1:2 – см. рис. 1А. Черными стрелками с цифрами отмечены положения и длины характерных фрагментов РНК-маркера.
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концентрации 40 мМ KCl, а ЭК+39 – при кон-
центрации 150 мМ KCl, как и в использованном 
ранее протоколе [23]. Контрольный образец (К1:4), 
полученный при соотношении 1:4, продемонстри-
ровал наиболее высокое относительное содержа-
ние ЭК+39 в денатурирующих условиях (рис. 1В). 
Для контрольного образца с соотношением 
мононуклеосома:РНКП равном 1:2 (К1:2) эффек-
тивность образования транскрипта ЭК+39 оказа-
лась ниже в сравнении с К1:4. Также для этого об-
разца наблюдалась дополнительная остановка 
в области –(5-0) нуклеотидов от входа в нуклеосо-
му, которой соответствуют РНК-транскрипты 
длиной 45–50 нт, что скорее всего обусловлено 
популяцией ЭК, не преодолевших нуклеосомный 
барьер (рис. 1В).

Рис. 2. Анализ структуры комплексов с помощью просвечивающей электронной микроскопии в негативном контрасте. 
2D-классовые суммы получены в результате усреднения большого количества проекций отдельных объектов, представленных 
на ПЭМ-изображениях. Буквами отмечены: «н» – нуклеосома, «п» – РНК-полимераза.

Структурное исследование ЭК+39 методом 
ПЭМ с негативным контрастированием. Для ана-
лиза структуры комплексов использовалась ПЭМ 
в негативном контрасте. На изображениях, полу-
ченных с образцов К1:2 и К1:4, были обнаружены 
как свободные РНКП и нуклеосомы, так и ЭК. 
Для повышения соотношения сигнал-шум и ви-
зуализации структуры транскрипционных ЭК 
была произведена двумерная классификация. 
С помощью 2D-классификации удалось выявить 
характерные усредненные проекции РНКП, ну-
клеосом и ЭК, представленные на рис. 2, а также 
оценить долю ЭК среди общего числа частиц. 
РНКП, нуклеосомы и ЭК входят в состав образца 
К1:2 в процентных соотношениях 48%, 32% 
и  20%; а в состав образца К1:4 – в соотношениях  
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88%, 7% и 5% соответственно. На классовых сум-
мах образца К1:2 видно, что РНКП с нуклеосомой 
образуют комплекс, при этом оба этих компо-
нента одинаково четко разрешены, что свиде-
тельствует о конформационной стабильности 
комплексов. Структура комплексов в образце К1:4 
включает в состав две РКНП и нуклеосому, при 
этом плотность, соответствующая нуклеосоме, 
разрешена слабо, что означает высокую подвиж-
ность нуклеосомы в таком комплексе. Наличие 
двух РНКП объясняется недостаточной инакти-
вацией свободных РНКП рифампицином в усло-
виях повышенной концентрации фермента и по-
садкой на нуклеосомную ДНК второй РНКП на 
стадии образования ЭК+39. На основании этих 
данных можно сделать выводы, что биохимиче-
ские условия, использованные для сборки К1:2 
являются наиболее подходящими для исследова-
ния ЭК+39 методом ПЭМ из изученных. Наблю-
даемые в обоих образцах комплексы гомогенны 
с  точки зрения их состава и обладают высокой 
степенью чистоты, что делает возможным их даль-
нейшее исследование методами криоЭМ. Следую-
щим этапом является оптимизация пробоподго-
товки, в частности витрификации в  аморфном 
льду. Известно, что при витрификации макромо-
лекулярные комплексы могут диссоциировать 
вследствие взаимодействия с границей раздела 
фаз жидкость–газ. Полученные в  данной работе 
комплексы продемонстрировали стабильность 
при контакте с углеродной подложкой, поэтому 
имеются высокие шансы на сохранение их це-
лостности и в условиях криоЭМ. Планируется 
проведение контрольных экспериментов с одно-
временной подготовкой проб для криоЭМ и для 

микроскопии в негативном контрасте, что позво-
лит оценить возможную диссоциацию комплексов 
и при необходимости скорректировать условия 
пробоподготовки. Применение криоэлектронной 
микроскопии откроет возможность более деталь-
ного исследования структуры ЭК+39, в том числе 
в присутствии противораковых интеркаляторов.

Заключение
В данной работе сравнивалась эффективность 

сборки ЭК+39 при различном соотношении кон-
центраций мононуклеосом и РНКП (1:2 или 1:4). 
Образцы были проанализированы методами дена-
турирующего электрофореза и просвечивающей 
электронной микроскопии с негативным контра-
стированием. Результаты указывают на то, что 
наиболее подходящими условиями для изучения 
ЭК методом электронной микроскопии являются 
соотношение мононуклеосом:РНКП равное 1:2. 
При увеличении этого соотношения наблюдается 
образование комплексов, в состав которых входят 
две РНКП и нуклеосома.
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Е.В. Осина, А.В. Моисеенко, А.Н. Коровина и др.

EC samples suitable for cryo-EM studies presents certain challenges. In this work, a selection of 
protocols for the preparation of EC+39 samples was carried out. The formation of complexes is 
confirmed by the results of electrophoresis and negative stain electron microscopy. The results 
obtained can be used to study EC+39 by the cryo-EM method.
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