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Одним из перспективных и надежных методов исследования структур макромоле-
кул является получение изображений с помощью просвечивающей криоэлектронной 
микроскопии и последующей трехмерной реконструкции. Методом криоэлектронной 
микроскопии была исследована структура комплекса РНК-полимеразы при транскрип-
ции через нуклеосому, остановленной в позиции +42. Получены проекционные изобра-
жения и трехмерная структура комплекса ЕС-42 с разрешением 2,5 нм. Это позволило 
подтвердить сохранность структуры нуклеосомы при прохождении РНК-полимеразы.
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Недавние исследования показали, что элонга-
ция транскриптов является важным этапом регу-
ляции экспрессии многих генов высших эукариот. 
Регуляция на стадии элонгации чаще всего осуще-
ствляется тогда, когда РНК-полимераза II (РНКП II) 
покидает промотор и транскрибирует ДНК первой 
(положение +1) нуклеосомы. В этот регуляторный 
процесс вовлечены ферменты, модифицирующие 
гистоны и ремоделирующие хроматин, а также раз-
личные элонгационные факторы. Современные 
исследования в этой области сосредоточены на 
определении природы нуклеосомного барьера для 
транскрибирующей РНКП II и анализе механизма 
действия факторов, позволяющих его преодолеть. 
Исследования in vitro показывают, что нуклеосом-
ная структура является серьёзным препятствием 
для РНКП II — большинство комплексов останав-
ливаются при встрече с первой нуклеосомой [1–4]. 
Высокие нуклеосомные барьеры встречаются в по-
ложениях +15 и +45 нуклеосомной ДНК [4], и их 
высота определяет эффективность транскрипции 
хроматина [5].

Один их наиболее информативных подходов 
для исследования механизма транскрипции хрома-
тина РНК-полимеразой II — это остановка комп-
лекса работающей полимеразы в определенном 
положении на нуклеосомной ДНК во время транс-
крипции и детальное изучение свойств останов-
ленных комплексов (интермедиатов). Ранее для 
исследования свойств таких комплексов применяли 
в основном молекулярно-генетические подходы [4]. 
На сегодняшний день известны кристаллические 

структуры нуклеосомы [6] и РНКП II [7]. Однако 
структурные основы формирования нуклеосомного 
барьера пока недостаточно исследованы, и полный 
комплекс РНКП с нуклеосомой не был кристал-
лизован. 

Известно, что изменение конформационного 
состояния белка отражается и на его функцио-
нальной активности [8]. Таким образом, знание 
пространственных структур макромолекулярных 
комплексов дает возможность интерпретировать 
конформационные изменения в молекулах в про-
цессе их активации и автоингибирования, а также 
при связывании с лигандами. Это необходимо как 
для выяснения механизмов действия (и, соответ-
ственно, идентификации доменов данного белка 
в качестве мишени при заболевании), так и для 
конструирования новых лекарств.

Признанными методами для изучения струк-
туры и конформационных изменений в белковых 
молекулах являются: рентгеноструктурный анализ, 
ЯМР, метод спиновых меток, детекция люминис-
ценции и спектроскопические методы. Каждый из 
этих методов имеет свои преимущества и ограни-
чения. Большинство методов способны определять 
лишь незначительные изменения полипептидной 
цепи и далеко не все они могут определить, какая 
часть белка и как изменила свою конформацию. 

Преимущество метода просвечивающей элек-
тронной микроскопии (ПЭМ) перед другими ме-
тодами структурной биологии заключается в том, 
что этот метод позволяет визуализировать не только 
трехмерную структуру, но и динамику (конформа-
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ционные перестройки) самых разнообразных на-
нобиообъектов с разрешением от 2–5 нм до атом-
ного (1,8 нм). Одновременно метод ПЭМ не 
обладает многими недостатками других структур-
ных методов: в нем нет лимитирующего размера 
частиц, не нужны кристаллы; количество и кон-
центрация используемого материала достаточно 
малы. Модификация метода (крио-ПЭМ) позволяет 
наблюдать макромолекулы в нативном водном окру-
жении в состоянии, близком к физиологическому [9]. 
В сочетании с методом реконструкции макромо-
лекул, ПЭМ белков позволяет получить трехмерные 
структуры макромолекулярных комплексов [10]. 

В данной работе мы использовали метод крио-
ПЭМ для получения трехмерной структуры комп-
лекса РНК-полимеразы E.coli с нуклеосомой, 
остановленной в положении +42.

Материалы и методы

Сборка нуклеосом. Матрица для создания оста-
новленного комплекса (ЕС-42) была получена ме-
тодом ПЦР. Для получения комплекса РНК-по-
лимеразы с нуклеосомой нуклеосомы собирались 
из очищенных гистонов в присутствии ДНК T7A1-
603/+42, содержащей сильный промотор T7A1 для 
РНК-полимеразы E. coli; последовательность ДНК 603, 
поддерживающую сборку точно расположенной 
нуклеосомы (расположенной на расстоянии 50 п.н. 
от точки инициации транскрипции), и последова-
тельность ДНК, обеспечивающую остановку РНК-
полимеразы в нуклеосоме, в положении 42 п.н. от 
промотор-проксимальной границы нуклеосомы [4]. 
Для этого готовили смесь следующих компонен-
тов: ДНК T7A1-603/+42, 5 M NaCl, 1 M Tris, pH 8, 
2% NP-40, 4 мM EDTA, H2A/2B, H3/4, дистилли-
рованная вода до 50 мкл. Постепенно понижали 
концентрацию NaCl с 2 М до 10 мM путем диализа.

Для получения транскрипционного комплекса 
использовали препарат нуклеосом в концентра-
ции 400 нг/мкл с ДНК (T7A1-603/+42, 269 п.н.). 
Готовили смесь нуклеосом с РНКП E. coli в буфере 
TB40 (нуклеосомы (400 нг/мкл), холофермент 
E. coli). Смесь инкубировали при 37°С в течение 
10 мин. Для образования комплекса EC-39 (содер-
жащего РНК длиной 11 н.) к смеси добавляли 
400 мкM [ApUpC], 1 мM АТФ, 1 мM ГТФ и инку-
бировали при 37°С 10 мин. Далее для образования 
комплекса EC-45 (содержащего РНК длиной 45 н.п.) 
к смеси добавляли Rifampicin, CH3OH в присут-
ствии 50 мкM ЦТФ, 150 мкM KCl и инкубировали 
при комнатной температуре 10 мин с последующим 
диализом против TB300 в течение 2–3 ч. Для обра-
зования комплекса EC-42 к смеси добавляли 1 мкМ 
смеси ЦТФ, УТФ, ГТФ и 25 мкМ 3′-дАТФ. Инкуби-
ровали при комнатной температуре 4 мин. Эффект 
остановки РНКП в заданной позиции достигается 
за счет лимитирования реакции транскрипции по 
одному рибонуклеотиду. Из-за отсутствия субстрата 
фермент доходит до точки на матрице, где соот-

ветствующий рибонуклеотид должен был бы вклю-
чаться в формируемый транскрипт, и останавлива-
ется из-за отсутствия рибонуклеотида в растворе.

В результате был получен комплекс РНКП 
E. coli с нуклеосомой, остановленной в позиции 
+42 (ЕС-42), с концентрацией 86 нг/мкл. Чистоту 
комплекса оценивали электрофоретически.

Подготовка образцов для изучения методом крио-
ПЭМ. Приготовленные образцы в объеме 3 мкл 
сразу же наносили на сетки с использованием ап-
парата Vitrobot Mark IV (FEI). Использовали мед-
ные сетки Quantifoil (Германия) с диаметром 3 мм 
и числом ячеек 400/2,54 см2, покрытые пластико-
вой подложкой с отверстиями диаметром 1,2 мкм. 
В камере аппарата Vitrobot Mark IV поддерживали 
постоянные температуру (22°С) и влажность (95%). 
Сетки зажимали в пинцете и автоматически про-
мокали с помощью бумажных фильтров для удале-
ния излишков жидкости в течение 2 сек. После 
этого пинцет с зажатой сеткой моментально по-
гружали в жидкий этан для образования аморфного 
льда, содержащего частицы белка. Хранили сетки 
с нанесенными образцами в контейнерах, погру-
женных в жидкий азот.

Криоэлектронная микроскопия и обработка изо-
бражений. Сетки помещали в криодержатель Gatan 
626 (Gatan) и просматривали в криоэлектронном 
микроскопе Tecnai G2 Spirit TEM (FEI), при на-
пряжении 120 кВ в режиме низкой дозы электронов 
(10 е/Å2). Для захвата и фиксации изображений 
использовали ПЗС Eagle (FEI) с размерами матрицы 
4000×4000 пикселей. Частицы комплексов собира-
ли с изображений в полуавтоматическом режиме 
с использованием программы BOXER [11] и копи-
ровали в один файл для дальнейшей классифика-
ции и анализа. Всего было собрано 3500 частиц 
комплексов. Обработку изображений проводили 
с использованием программы IMAGIC [12]. 

Результаты и обсуждение

Комплекс нуклеосомы с РНКП, остановлен-
ной в положении +42 (ЕС-42), был собран в коли-
честве 100 мкл (86 нг/мкл). Электрофоретический 
анализ подтвердил наличие корректно собранных 
комплексов. Образцы, содержащие комплексы, 
были заморожены в витрифицированном льду. 
Поскольку замораживание в криомикроскопии 
происходит моментально (менее чем за 1 мс [13]), 
это дает основание считать, что структура ком-
плекса, соответствующая одной из фаз прохожде-
ния РНК-полимеразы через нуклеосому, сохрани-
лась у всех комплексов в равной мере. Одинаковая 
структура одиночных комплексов является необ-
ходимым условием для построения трехмерной 
реконструкции с использованием множества оди-
ночных частиц [14]. 

Поскольку, как правило, частицы не имеют 
преимущественной ориентации во льду, различные 
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проекции отображают различные ориентации мо-
лекулы (рис. 1а). 

Для повышения контраста криоизображений 
применяли комбинированное воздействие сфери-
ческой аберрации электронного микроскопа и де-
фокусировки на 1,5–1,9 мкм от точного фокуса [15]. 
Это воздействие индуцирует фазовый сдвиг, опи-
сываемый частотно-контрастной характеристикой 
(ЧКХ). Для того, чтобы воссоздать реальную струк-
турную информацию, проводили коррекцию ЧКХ 
на изображении. 

Все 3500 проекционных изображений комплек-
сов подвергались операции полосовой фильтрации 
для удаления нежелательных пространственных 
частот. Далее для центрирования частиц рассчи-
тывали пики интенсивности сигнала для каждой 
частицы по сравнению с фоном. После этого с по-
мощью программы IMAGIC [12] каждое изобра-
жение автоматически сдвигалось таким образом, 
чтобы количество пиков интенсивности вблизи 
центра было максимально. Центрированные части-
цы выравнивали с использованием корреляцион-
ного анализа [16] и итеративного алгоритма. 

Для классификации сходные изображения 
частиц выделялись в отдельные классы. Было по-
лучено 100 классов, некоторые из которых приве-
дены на рис. 1б. Для каждого класса рассчитывали 

углы Эйлера — направления, которые определяют 
позицию и ориентацию частицы в пространстве 
относительно общего центра. Для построения трех-
мерной реконструкции комплекса ЕС-42 мы ис-
пользовали поиск соответствующих проекций 
в пространстве Фурье или пространстве обратных 
координат [14]. Преобразование Фурье эксперимен-
тальных проекций выражается в формировании 
слоев вокруг общего центра, поэтому пересечения 
этих проекций уникальны, и их относительная 
ориентация может быть определена при использо-
вании трех или более проекций. 

В результате была рассчитана трехмерная ре-
конструкция комплекса ЕС-42 (рис. 1г). Выбран-
ный контурный уровень для визуализации рекон-
струкции основывался на данных о молекулярной 
массе комплекса ~550 кДа и средней плотности 
белка, равной 810 Да/нм3. Полученная трехмерная 
структура представляет собой две электронные 
плотности, соединенные друг с другом, большая 
с высотой ~20 нм и шириной ~10 нм, и меньшая 
с диаметром ~8 нм. Разрешение полученной ре-
конструкции, рассчитанное методом объемной кор-
реляции Фурье [17, 18] при коэффициенте корре-
ляции равном 0,5 оказалось 2,5 нм.

Для интерпретации полученной реконструк-
ции мы использовали кристаллические структуры 

Рисунок. Анализ изображений и трехмерная реконструкция комплекса EC-42 с использованием криоданных: а — отдельные 
частицы комплексов во льду после полосовой фильтрации, контраст инвертирован (белок — белый); б — суммарные изображе-
ния комплексов в различных ориентациях; в — репроекции трехмерной структуры комплекса, рассчитанной с использованием 
изображений на (б) в соответствующих ориентациях; г — трехмерная реконструкция комплекса EC-42 в различных ориентациях; 
д — структуры РНКП (PDB ID: 2O5I) и нуклеосомы (PDB ID: 1AOI) с разрешением 2,5 нм в ориентациях, соответствующих изо-

бражениям на (г); н — нуклеосома; п — РНКП. Масштабный отрезок — 20 нм
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нуклеосомы [6] и РНКП [19], отфильтрованные 
с разрешением 2,5 нм с помощью программы UCSF 
Chimera [20] (рис. 1д). При этом разрешении раз-
меры кристаллических структур приближаются 
к размерам доменов, полученных с помощью крио-
ПЭМ. Структура РНКП соответствует большему 
домену трехмерной реконструкции (отмечен сим-
волом “п” на рис. 1г, д). Меньший домен соответ-
ствует нуклеосоме (символ “н” на рис. 1 г, д). 
В пользу этого варианта указывает и соответствие 
объемов субдоменов и кристаллических структур 
РНКП, и нуклеосомы при использованном разре-
шении 2,5 нм (рис. 1д). Домены в такой конфигура-
ции связаны между собой коротким участком ДНК, 
по которой двигается РНКП, которая, однако, не 
различима на полученной нами реконструкции. 

Такое расположение частей комплекса ЕС-42 
соответствует выдвинутой ранее гипотезе о том, что 
механизм транскрипции хроматина РНКП II-типа 
позволяет сохранить на исходных позициях гисто-
ны Н3/Н4, несущие специфичные ковалентные 
модификации (так называемый “гистоновый код”) 
и обеспечить сохранение эпигенетического статуса 
клетки [4]. Упомянутая гипотеза предполагает, что 
при осуществлении транскрипции по механизму 
РНКП II-типа, нуклеосомы не перемещаются, и 

наблюдается обмен только гистонов Н2А/Н2В. Дей-

ствительно, трехмерная структура интермедиата 

транскрипции, остановленного в позиции +42, 

содержит два домена, то есть нуклеосома полно-

стью не разбирается при прохождении РНКП. 

Таким образом, показана принципиальная воз-

можность изучения комплексов РНКП с нуклео-

сомой, остановленных в определенной позиции, 

с применением криоэлектронной микроскопии. 

На основе полученных данных построена трех-

мерная реконструкция комплекса РНКП с нуклео-

сомой, остановленной в позиции +42 с разреше-

нием 2,5 нм. Комплекс состоит из двух доменов, 

соответствующих РНКП и нуклеосоме, соединен-

ных друг с другом. Полученные результаты могут 

использоваться в качестве стартовой модели для 

изучения и идентификации поверхностей, стаби-

лизирующих взаимодействия в комплексах РНКП 

с нуклеосомой при транскрипции.

Авторы благодарят А.К. Шайтана за предостав-

ление модели РНКП с нуклеосомой. Криоэлектрон-

ная микроскопия проводилась в ЦКП “Структурная 

диагностика материалов” ИК РАН им.  А.В. Шубни-

кова. Работа выполнена при финансовой поддержке 

Российского научного фонда (проект № 14-24-00031).
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STUDY OF RNA POLYMERASE TRANSCRIPTION THROUGH NUCLEOSOME 
BY CRYO-ELECTRON MICROSCOPY APPROACH
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One of the most promising and reliable methods for analysis of the structure of macromole-
cules is cryo-electron transmission microscopy with subsequent three-dimensional reconstruc-
tion. In this study, this method was used to study transcription by RNA polymerase, stalled at the 
position 42 bp into a nucleosome. We obtained the projection images and solved the three-di-
mensional structure of the complex EC-42 with the 2.5 nm resolution. It allowed us to confirm 
the conformational integrity of the nucleosome, during the passage of RNA polymerase. 

Keywords: RNA polymerase, transcription, cryo-electron microscopy, nucleosome.
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