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Разработана методика синтеза флуоресцентно-меченой ДНК для сборки монону-
клеосом с ДНК-линкерами длиной 40 пар нуклеотидов (п.н.). Метки Су3 и Су5 введены 
в линкеры на расстояниях соответственно 10 п.н. до первого и 15 п.н. после последнего 
нуклеотида нуклеосом-позиционирующей последовательности ДНК. В отсутствии лин-
керного гистона Н1.5 исследование методом флуоресцентной микроскопии одиночных 
комплексов выявило наличие двух равновероятных состояний нуклеосом, отличающихся 
конформацией ДНК-линкеров: открытой — с эффективностью переноса энергии Е 
между метками, равной 0,06, и закрытой — с Е = 0,37, где линкеры сближены. Связывание 
гистона Н1.5 с нуклеосомами происходит в наномолярном диапазоне концентраций, 
и скорость образования комплексов существенно выше, чем скорость их диссоциации. 
В комплексах происходит значительное сближение линкеров (Е = 0,73), а их конформа-
ция в области меток становится более единообразной. Разработанные нуклеосомные 
конструкты являются высокочувствительными флуоресцентными сенсорами для анализа 
структурных перестроек линкеров и в комбинации с методом микроскопии одиночных 
комплексов позволяют изучать структуру комплексов нуклеосом с различными архитек-
турными белками хроматина.
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Эффект Фёрстеровского резонансного пере-
носа энергии (Förster resonance energy transfer, FRET) 
широко используется в биологических исследова-
ниях флуоресцентно-меченых молекул для изучения 
структурных перестроек биополимеров и межмо-
лекулярных взаимодействий [1–3]. В комбинации 
с методом флуоресцентной микроскопии одиноч-
ных молекул и комплексов FRET позволяет изучать 
сложные молекулярные системы, в которых при-
сутствуют несколько отличающихся по структуре 
состояний, и выявлять эти состояния, скрытые 
в традиционных измерениях, основанных на усред-
нении флуоресценции множества молекул [4–6]. 
Данный подход все активнее применяется в ну-
клеосомных исследованиях [6–13], а его результа-
тивность и спектр решаемых задач в значительной 
мере зависят от оптимального расположения до-
нор-акцепторной пары флуорофоров в изучаемой 
молекулярной системе. Например, введение меток 
Су3 и Су5 в соседние сверхспиральные витки ДНК 
в центральной [11] или дистальной от промотора 
[7, 9] областях нуклеосомного ядра позволяет изучать 

структурные перестройки ДНК в этих областях при 
транскрипции хроматина РНК-полимеразой. 

Не менее важными функциональными участ-
ками, вовлеченными в процессы организации хро-
матина и транскрипции нуклеосом, являются меж-
нуклеосомные области ДНК-линкеры. Именно 
с ними взаимодействуют линкерные гистоны, спо-
собствуя упаковке нуклеосом в структуры более 
высокого порядка, а также некоторые факторы, 
регулирующие транскрипцию. Применение рент-
геноструктурного анализ и спектроскопии ЯМР для 
изучения взаимодействия Н1/Н5 с нуклеосомой 
затруднено из-за большого молекулярного веса ком-
плекса и низкой структурированности области 
взаимодействия. В проведенных ранее исследова-
ниях установлено, что связывание Н1/Н5 защи-
щает от воздействия гидроксид-радикалов область 
протяженностью более 15 нуклеотидов [14] и суще-
ственно изменяет конформацию линкеров, фик-
сируя их [15, 16]. Расшифровка структурных основ 
взаимодействия линкерных гистонов с нуклеосо-
мой позволит прояснить целый ряд важных вопро-
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сов — от принципов организации хроматина до 
механизмов регуляции раннего эмбрионального 
развития. 

В настоящей статье представлены данные о раз-
работке флуоресцентных нуклеосом для изучения 
конформации линкеров с помощью микроскопии 
одиночных комплексов и результаты исследования 
этих нуклеосом, а также их комплексов с гистоном 
Н1.5 человека.

Материалы и методы 

В работе использовали реагенты, описание 
которых дано в работах [7, 9, 11, 17]. Хроматин без 
гистона H1 выделяли из эритроцитов цыплят по 
методике, описанной ранее [17], и использовали как 
источник гистонов при сборке нуклеосом. ДНК-
матрицу с позиционирующей последовательностью 
603 (147 пар нуклеотидов, (п.н.)) получали при по-
мощи двухстадийной полимеразной цепной реак-
ции (ПЦР). На первой стадии ПЦР выполняли 
с укороченными праймерами, используя в качестве 
матрицы плазмиду pDS1 со вставкой последова-
тельности 603 по сайтам рестрикции XhoI и SacI. 
Праймеры были комплементарны концевым фраг-
ментам последовательности 603 и имели следую-
щие последовательности: 

5’-CACCGGCACGAGGGCCCGGTTC-3’;

5’-ACTTTCTGGCAAGAAAATGAGCT-3’.

ПЦР-продукт длиной 180 п.н. был очищен при 
помощи электрофореза (4–6 В/см, 2 ч) в 2%-ном 
агарозном геле на 0,5-кратном трис-боратном элек-
тродном буфере (ТВЕ — 44,5 мМ Трис, 44,5 мМ 
борная кислота, 1 мМ ЭДТА), содержащем 0,5 мг/мл 
бромистого этидия. Выделение ДНК осуществляли 
с помощью набора для экстракции ДНК из геля 
E.Z.N.A.® Gel Extraction Kit (Omega Biotek), сле-
дуя инструкциям производителя. ДНК (180 п.н.) 
служила матрицей для второй стадии ПЦР с прай-
мерами, идентичными флуоресцентно меченым 
(см. ниже), но без меток. ПЦР-продукт (227 п. н.) 
был очищен, как описано выше, а отсутствие в нем 
ошибок подтверждено секвенированием с исполь-
зованием праймеров длиной 38 п.н. Далее ДНК 
(227 п.н.) была использована как матрица для ПЦР 
со следующими флуоресцентно мечеными по ти-
мидину олигонуклеотидами (“Синтол”, Россия) 
в качестве праймеров: 

5’-TAAGGCGAATTCACAACTTTTTGGCTCy5AGA
AAATGAGCT-3’;

5’-ACACGGCGCACTGCCAACCCAAACGACACC
TCy3GCACGAG-3’.

Конечный продукт реакции выделяли, как опи-
сано выше. Включение меток в состав ДНК под-
тверждали при помощи электрофореза в 4,5%-ном 
полиакриламидном геле (ПААГ) при соотношении 
акриламид:бисакриламид 39:1 в нативных условиях 
и флуоресцентного анализа геля с помощью ска-

нера Typhoon (GE Healthcare) в диапазонах воз-
буждения и эмиссии, характерных для Cy3 и Cy5.

Нуклеосомы собирали на (Cy3, Cy5)-меченой 
ДНК-матрице в ходе диализа против растворов 
с последовательно уменьшающейся концентрацией 
NaCl по протоколу, описанному в работе [17]. 
Сборку нуклеосом (>97%) контролировали мето-
дом электрофореза в 4,5%-ном ПААГ (неденату-
рирующие условия, 0,5-кратный буфер TBE) по 
флуоресценции Су3 в составе ДНК (рисунок, Б). 

Полноразмерный ре комбинантный гистон Н1.5 
человека был получен в клетках E. coli штамма 
BL21(DE3)PlysS (Promega), любезно предоставлен-
ных проф. Димитровым [18]. Клетки выращивали 
в жидкой среде Лурия-Бертани в течение 3 ч, про-
изводили индукцию при помощи изопропил-бета-
D-тиогалактопиранозида, ИПТГ, (0,1 мМ) и инку-
бировали далее 3 ч при 37°С. Биомассу бактерий 
осаждали центрифугированием при 5500 g в тече-
ние 15 мин, ресуспендировали в 50 мл буфера А 
(20 мМ Tris-HCl pH7,4, 100 мМ NaCl, 2 мМ ЭДТА, 
1 мМ дитиотреитол, 10%-ный глицерин) с добав-
кой ингибиторов протеаз и разрушали ультразву-
ковой обработкой. Полученную суспензию центри-
фугировали при 21500 g в течение 30 мин при 4°С. 
Гистон Н1.5 выделяли из супернатанта методом 
ионобменной хроматографии на колонке с фосфо-
целлюлозой Р11. Концентрацию белка определяли 
по методу Бредфорд, а чистоту (>95%) подтверж-
дали с помощью денатурирующего электрофореза 
в 12 %-ном ПААГ. 

Нуклеосомы (20 нМ) смешивали с гистоном 
Н1.5 (5-20 нМ) в буфере для транскрипции (ТБ-
буфер), содержащем 20 мМ Tris–HCl (pH 8,0), 5 мМ 
MgCl2, 2 мМ 2-меркаптоэтанол и 150 мМ KCl, после 
чего инкубировали 15–20 мин при 37°С. (Су3, 
Су5)-меченую ДНК-матрицу, нуклеосомы или их 
комплексы с Н1.5 разбавляли до концентрации 
0,2 нМ в TБ-буфере с добавкой 0,1%-ного поли-
этиленгликоля (380–420 Да) и переносили в лунку 
камеры Lab-Tek (Thermo Scientific, США) для ана-
лиза под микроскопом. 

Измерения одиночных нуклеосом (и их комп-
лексов) проводили методом двухканальной лазер-
ной конфокальной микроскопии, используя уста-
новку, описанную в работах [7, 9, 11]. Одиночные 
нуклеосомы диффундировали через фокус лазер-
ного луча, где для каждой из них измеряли интен-
сивности флуоресценции Су3 (I

3) и Су5 (I5). Флуо-
ресценцию возбуждали светом с длиной волны 
514,5 нм (2 мкВт под объективом), а регистриро-
вали в диапазонах 530–635 нм (Су3) и 635–800 нм 
(Су5) с константой интегрирования 5 мс. Диаметр 
конфокальной диафрагмы соответствовал 1 диску 
Эйри. Измерения выполняли в течение 10 мин, а 
величина выборки составляла 4000–6000 нуклео-
сом. Стабильность образцов во времени измеряли 
в течение 30 мин, анализируя выборки данных из 
последовательных пятиминутных интервалов. Ал-
горитм распознавания и обработки сигналов от-
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дельных нуклеосом описан в работах [7, 9, 11]. Для 
каждой нуклеосомы по значениям I3 и I5 рассчи-
тывали эффективность FRET (E): 

 E = (I5 – 0,19 × I3) / (I5 + 0,81 × I3), (1) 

где коэффициенты 0,19 и 0,81 введены для учета 
перекрывания спектров флуоресценции Cy3 и Cy5 
в области 635–800 нм. Набор значений Е, полу-
ченных в трех независимых измерениях, объеди-
няли, графически представляли в виде гистограммы 
относительной частоты распределения величины Е 
и описывали в виде суперпозиции полос Гауссо-
вой формы. Итоговый размер выборок составил 
не менее 15000 нуклеосом.

Результаты и обсуждение

При разработке нуклеосом, меченых по лин-
керной ДНК, были учтены данные методов фут-
принтинга [18], криоэлектронной микроскопии 
[11, 20], молекулярного моделирования [21, 22] и 
рентгеноструктурного анализа [23], согласно кото-
рым глобулярный домен Н1 связывается в области 
входа и выхода ДНК из ядра нуклеосомы, фиксируя 
при этом участок, как минимум, одного из лике-
ров длиной 10–15 п.н. [15, 18, 23]. Существующие 
модели комплексов нуклеосомы с Н1 предсказы-
вают значительное сближение участков линкеров, 
отстоящих от ядра нуклеосомы на 10–15 п.н. При 
выборе положения флуоресцентных меток Су3 и 
Су5 в линкерных участках ДНК ставилась задача 
соблюсти следующие условия. Метки должны на-
ходиться вне области предполагаемого связывания 
глобулярного домена гистона Н1, чтобы исключить 
их влияние на комплексообразование, а также из-
бежать тушения флуоресценции или ограничения 
подвижности флуорофоров, влияющих на эффек-
тивность FRET. Эффективность FRET должна быть 
ненулевой при максимальном удалении линкеров 
друг от друга и значительно возрастать при их 
сближении. С учетом результатов молекулярного 
моделирования метка Су3 была размещена на рас-
стоянии 10 п.н. до первого нуклеотида (рисунок, А), 
а Су5 — на расстоянии 15 п.н. после последнего 
нуклеотида позиционирующей последовательно-
сти ДНК-матрицы 603. При этом длина линкеров, 
выходящих за пределы ядра нуклеосомы, составила 
40 п.н. Были подобраны условия, при которых эф-
фективность сборки нуклеосом достигала >97% 
(рисунок, Б). 

Измерения одиночных нуклеосом в разбавлен-
ных растворах, проведенные с помощью конфокаль-
ной микроскопии по методике, описанной ранее 
[7, 9, 11], выявили, что нуклеосомы гетерогенны 
по величине FRET (Е) и могут быть описаны сум-
мой двух нормальных распределений (состояний) 
с максимумами E, равными 0,06 и 0,37 (рисунок, В). 
Доли нуклеосом, находящихся в этих состояниях, 
примерно равны и не меняются во времени (рису-
нок, В, Д). Следовательно, состояние с Е = 0,06 не 
является результатом появления свободной ДНК 

из-за диссоциации нуклеосом в разбавленном рас-
творе. Данный вывод дополнительно подтвержден 
измерением распределения свободной флуоресцент-
но-меченой ДНК по величине Е, которое достовер-
но отличается от состояния нуклеосом с Е = 0,06 
и имеет максимум, равный 0,00 (рисунок, В). В сво-
бодной двухцепочечной ДНК метки Су3 и Су5 на-
ходятся далеко друг от друга, и FRET между ними 
не наблюдается. Состояние с Е = 0,06 не связано 
с тушением флуоресценции Су5 или переходом 
Су5 в долгоживущее триплетное состояние, так как 
в аналогичных измерениях нуклеосом с метками, 
введенными в области ядра близко друг к другу, 
доля нуклеосом с Е = 0,0–0,2 не превышает 3–5% 
[7, 9, 11]. 

Обнаруженное распределение (рисунок, В) со-
ответствует двум состояниям нуклеосом, отличаю-
щимся по конформации линкеров. У нуклеосом 
в состоянии с Е = 0,06 метки Су3 и Су5 больше 
удалены друг от друга и линкеры сильнее отведены 
от ядра нуклеосомы, по сравнению с нуклеосомами 
в состоянии с Е = 0,37 (состояния 1 и 2 на рисун-
ке, Ж). Электростатическое отталкивание полиа-
нионных линкеров способствует переходу в состоя-
ние с Е = 0,06, а образование линкерами связей 
с положительно заряженными гистонами в области 
выхода ДНК из ядра нуклеосомы благоприятно 
для состояния с Е = 0,37. При этом взаимодействие 
с противоионами в солевых растворах способствует 
стабилизации нуклеосомы в одном из возможных 
состояний. Более открытая конформация линке-
ров, очевидно, облегчает взаимодействие нуклео-
сом с факторами (такими, как РНК-полимераза), 
функционирование которых требует откручивания 
ДНК от нуклеосомы. Сближенная конформация 
линкеров способствует связыванию факторов, ко-
торые взаимодействуют сразу с обоими линкерами, 
вызывают компактизацию нуклеосомы и препят-
ствуют откручиванию ДНК.

К последним факторам можно отнести линкер-
ный гистон Н1 и, в частности, его вариант Н1.5. 
Обнаружено, что образование комплекса Н1.5 
с нуклеосомой сопровождается появлением нового 
состояния, максимум распределения по величине 
Е у которого равен 0,73 (рисунок, Г). По мере уве-
личения концентрации гистона Н1.5 от 5 до 20 нМ 
доля нуклеосом в состояниях с Е = 0,06 и Е = 0,37 
снижается, а доля нуклеосом с Е = 0,73 растет. 
При этом комплексы формируются за времена ме-
нее 10 мин (данные не показаны). Зарегистрировать 
полный переход нуклеосом в состояние с Е = 0,73 
затруднительно из-за резкого усиления их агрегации 
при дальнейшем повышении концентрации Н1.5. 
Агрегация нуклеосом происходит под действием и 
других вариантов гистона Н1 [24]. Комплексы ну-
клеосом с Н1.5 мы исследовали при концентра-
ции, в 100 раз меньшей, чем при их формировании. 
В этих условиях происходит медленная диссоциа-
ция комплексов, которая детектируется, начиная 
с 15 мин после разбавления комплексов, по умень-
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шению доли нуклеосом с Е = 0,73 и возрастанию 
содержания нуклеосом с Е = 0,06 и Е = 0,37 (рису-
нок, Е). Наши исследования показали, что обра-
зование комплексов нуклеосом с Н1.5 происходит 
в наномолярном диапазоне концентраций и ско-
рость этого процесса существенно выше, чем ско-

рость диссоциации. Большая величина параметра Е 
указывает на то, что в комплексах с Н1.5 происхо-
дит значительное сближение линкеров (состояние 3 
на рисунке, Ж), а нормальное распределение Е 
свидетельствует, что комплексы единообразны по 
конформации линкеров в области положения меток.

Рисунок. А — Модель нуклеосомы с линкерами длиной 40 п.н. с положением меток Су3 и Су5 на линкерах. Б — Электрофо-
реграммы свободной ДНК (средняя дорожка) и нуклеосом (правая дорожка), собранных на ее основе. Разделение проводили 
в 4,5%-ном полиакриламидном геле (ПААГ) в неденатурирующих условиях. Детекция по флуоресценции Су3 в составе ДНК; 
М — флуоресцеин-меченые маркеры ДНК и их размеры в п.н. В — Частотные распределения по величине E свободной ДНК 
(серая линия, треугольники) и нуклеосом (черная линия, кружки). Г — Частотное распределение по величине E комплексов 
нуклеосом с Н1.5 (непрерывная линия, кружки) при молярном соотношении Н1.5/нуклеосомы, равном 0,85. Прерывистые ли-
нии (В, Г) — разложения частотных распределений на сумму Гауссовых полос. Цифрами указаны максимумы этих полос и доля 
нуклеосом (в скобках), соответствующих каждой полосе. Д, Е — Зависимость от времени содержания нуклеосом в каждой из 
Гауссовых полос, на которые разложены измеренные частотные распределения, для образцов свободных нуклеосом (Д) и их 
комплексов с Н1.5 (Е). Ж — модели конформаций линкеров в двух состояниях (1, 2) свободных нуклеосом и в комплексе с Н1.5 

(3). Звездочками обозначены положения на линкерах меток Су3 и Су5
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Таким образом, проведенные исследования по-
казали, что разработанные нами нуклеосомы с мет-
ками в области линкеров являются высокочувстви-
тельными флуоресцентными сенсорами для анализа 
структурных перестроек линкерных участков. Ме-
ченые нуклеосомы и метод микроскопии одиноч-
ных комплексов являются новым удобным ин-
струментом для изучения влияния на структуру 
нуклеосомы различных архитектурных белков хро-

матина, а также особенностей процесса сборки 

хроматина. 

Работа выполнена при финансовой поддерж-

ке гранта Российского научного фонда (проект 

№ 14-24-00031). Авторы благодарят проф. С. Ди-

митрова за предоставление штамма-продуцента 
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CHANGE IN CONFORMATION OF LINKER DNA UPON BINDING OF HISTONE H1.5 
TO NUCLEOSOME: FLUORESCENT MICROSCOPY OF SINGLE COMPLEXES 

A.V. Lyubitelev1, K.S. Kudryashova1,2, M.S. Mikhaylova1, N.V. Malyuchenko1, O.V. Chertkov1,2, 
V.M. Studitsky1,3,*, A.V. Feofanov1,2, M.P. Kirpichnikov1,2

1 Bioengineering Department, School of Biology, Lomonosov Moscow State University, 
Leninskiye Gory 1–12, Moscow, 119234, Russia;

2 Shemyakin-Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Sciences, 
Miklukho-Maklaya ul. 16/10, 117997, Moscow, Russia;

3 Cancer Epigenetics Program Team, Fox Chase Cancer Center; 
Cottman Avenue 333, Philadelphia, PA 19111, USA

* e-mail: vasily.studitsky@fccc.edu

The method of synthesis of fluorescently labeled DNA allowing assembly of mononucleo-
somes with 40 bp linkers was developed. Cy3 and Cy5 labels were introduced in the linkers at dis-
tances of 10 bp before the first and 15 bp after the last nucleotide of the nucleosome positioning 
DNA sequence, respectively. In the absence of histone H1.5 fluorescence microscopy of single 
complexes revealed the presence of two equally probable states of nucleosomes, differing in the 
conformation of linkers: open one with the energy transfer efficiency E between the labels being 
equal to 0.06 and closed one with E = 0.37. Binding of histone H1.5 with nucleosomes occurs in 
nanomolar range of concentrations, and the rate of complex formation is significantly higher 
than the dissociation rate. In the complexes, significant convergence of DNA linkers (E = 0.73) 
takes place, and their conformation in the region of labels becomes more uniform. Designed nu-
cleosomal constructs are highly sensitive fluorescent sensors for the analysis of structural rear-
rangements of linkers and in combination with microscopy of single complexes allow studying 
the structure of complexes of nucleosomes with different chromatin architectural proteins.

Keywords: chromatin, nucleosome, linker histone H1, fluorescence, microscopy, single molecule.
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