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Разработана методика подготовки образца остановленного элонгационного ком-
плекса РНК-полимеразы Escherichia coli с нуклеосомой для исследования с помощью 
криоэлектронной микроскопии. Разработана методика очистки комплекса от избытка 
свободной РНК-полимеразы и непродуктивных комплексов на гепариновой смоле. Для 
концентрирования элонгационного комплекса был применен аффинный монослой, 
сформированный липидами, связанными с ионами Ni. Применение подготовленных 
аффинных сеток с иммобилизированным монослоем липидов позволило предотвратить 
агрегацию частиц комплекса на поверхности сетки. Разработанная методика может при-
меняться для получения трехмерной реконструкции элонгационного комплекса ЕС+39.
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В хроматине нуклеиновые кислоты и белки 
компактно упакованы, и, в то же время, его струк-
тура позволяет ДНК- и РНК-полимеразам эффек-
тивно продвигаться вдоль цепи ДНК. Поддержа-
ние нуклеосомной организации при прохождении 
РНК-полимеразы необходимо для правильной ре-
гуляции генов и выживаемости клеток. Восста-
новление структуры хроматина происходит двумя 
разными способами. Во время интенсивной транс-
крипции наблюдается обмен всех основных гистонов, 
тогда как при умеренной транскрипции происходит 
обмен димеров H2A-H2B, но не тетрамеров Н3-Н4 
[1, 2].

Прохождение РНК-полимеразы через хрома-
тин характеризуется высоким нуклеосомным ба-
рьером транскрипции. После начального отвора-
чивания нуклеосомной ДНК от октамера гистонов 
[3] и формирования ряда внутринуклеосомных 
петель ДНК [4] при транскрипции в области +45 
РНК-полимераза может индуцировать формиро-
вание внутринуклеосомной петли малого размера 
[5]. Этот комплекс был назван петлей “нулевого 
размера” (или Ø-петлей), поскольку в нем ДНК-
гистоновые взаимодействия сохраняются как в ДНК, 
находящейся перед РНК-полимеразой, так и в ее 
области, уже пройденной транскрибирующим 
ферментом. Результатом образования Ø-петли мо-
жет быть частичное отворачивание ДНК от по-
верхности октамера и потеря димера H2A-H2B [5]. 
Формирование Ø-петли необходимо для прохож-
дения транскрипции без диссоциации коровых 
гистонов Н3-Н4 от ДНК и, возможно, играет роль 
в сохранении гистонового кода в процессе транс-
крипции. Для того, чтобы оценить возможность 
образования Ø-петли, было проведено моделиро-

вание комплекса методами докинга. Этот анализ 
показал, что Ø-петля может быть сформирована 
только при нахождении РНК-полимеразы в пози-
циях +39 или +49 в нуклеосоме [5].

Общая схема строения ДНК-зависимых РНК-
полимераз идентична для прокариот и эукариот. 
Холофермент РНК-полимеразы Escherichia coli со-
стоит из “корового” фермента и сигма-фактора. 
“Коровый” фермент включает 5 субъединиц (β-, 
β'-, 2 α-, ω-). Он обладает каталитической актив-
ностью, но не способен распознавать точку начала 
транскрипции; для этого требуется сигма-фактор 
[6]. Архитектура всех известных к настоящему мо-
менту структур ДНК-зависимых РНК-полимераз 
оказалась консервативной: область активного 
центра внешне напоминает клешню и характери-
зуется присутствием иона магния и консерватив-
ными мотивами.

Нуклеосома представляет собой октамер ги-
стонов (центральный гетеротетрамер (H3-H4)2 и 
два гетеродимера H2A-H2B), связывающий двух-
цепочечную ДНК размером 147 п.о. Структура ну-
клеосомы была определена при помощи рентгено-
структурного анализа [7].

В данной работе нами был разработан метод 
двухстадийной очистки и концентрирования элон-
гационного комплекса РНК-полимеразы E. coli 
с мононуклеосомой, остановленного в положении 
+39 от входа в нуклеосому (EC+39). Данная очистка 
позволяет получить чистый препарат элонгацион-
ного комплекса, подходящий для изучения как 
методом электронной микроскопии с негативным 
окрашиванием, так и методом криоэлектронной 
микроскопии.
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Материалы и методы

Сборка ДНК матрицы. Использованная в ра-
боте ДНК-матрица состоит из двух частей: нуклео-
сом-позиционирующая последовательность s603 и 
прокариотический промотор T7A1. Последователь-
ность нуклеотидов ДНК была модифицирована 
таким образом, чтобы образовался участок, не со-
держащий основания T от старта транскрипции до 
положения +39. Такая последовательность нуклео-
тидов позволяла получить элонгационный комп-
лекс с РНК-полимеразой, остановленной в положе-
нии +39 пар нуклеотидов от входа в нуклеосомную 
ДНК в ходе транскрипции в присутствии ограни-
ченного набора рибонуклеотидов.

Фрагменты ДНК для работы получали мето-
дом полимеразной цепной реакции (ПЦР). Для 
фрагмента T7A1 использовались праймеры:
282Forwhst 5'- CCGGGATCCAGATCCCGAAAATTTA
134rev40mod 5'-TGGCGCGCGTTCTGGGCCCCT
GTGCCGGTGTCGCTTG

Для фрагмента s603 использовались праймеры:
For40T CGCGCGCCCACCAACCGAGAGAAGAC
GACACATGGGCTTCTAAG
282Revwhst 5'-CGTCGGATCCGTACCCCAGGGACTT

Для очистки полученной ДНК использовали 
набор QIAquick PCR Purification Kit фирмы Qiagen 
(США).

В ходе перекрестного отжига с последующим 
удлинением цепей был получен полноразмерный 
фрагмент, включающий промотор и нуклеосом-
позиционирующую последовательность, который 
был клонирован в плазмиде pDS1 в клетках E. coli. 
Фрагменты ДНК для работы получали методом 
ПЦР с использованием описанной плазмиды в ка-
честве матрицы и олигонуклеотидов 282Forwhst и 
282Revwhst.

Сборка нуклеосом. В качестве источника коро-
вых гистонов для сборки нуклеосом на ДНК-мат-
рице, использовали хроматин без гистона Н1, кото-
рый выделяли из эритроцитов цыплят. Нуклеосомы 
собирали на ДНК-матрице в ходе диализа против 
NaCl в уменьшающихся концентрациях по прото-
колу, описанному нами ранее [8].

Сборка элонгационного комплекса ЕС+39. Для 
получения элонгационного комплекса в положении 
+39 от начала нуклеосомы использовали РНК-
полимеразу E. coli, экспрессированную и очищен-
ную, как было описано нами ранее [9]. Реакцию 
транскрипции проводили по методике, опублико-
ванной в работе Гайкаловой с соавт. [10], с некото-
рыми изменениями и дополнительной стадией 
очистки. Для получения открытого комплекса брали 
100 нг ДНК матрицы, ассоциированной с нуклео-
сомой, и добавляли холофермент РНК-полимеразу 
E. coli в пятикратном молярном избытке, затем 
инкубировали полученную смесь при 37°C в тече-
нии 10 мин. Реакция проводилась в буфере ТБ40 
(10 мM Tris-HCl pH 7,9, 1 мM β-меркаптоэтанол, 
KCl – 40 мМ) в объеме 10 мкл.

Элонгационный комплекс ЕС-39 (комплекс, 
остановленный в положении –39 относительно на-
чала нуклеосомы со стороны промотора) получали 
путем добавления РНК-праймера ApUpC (20 мкM), 
а также АТФ (20 мкM) и ГТФ (20 мкM) с последу-
ющим инкубированием при 37°C в течение 10 мин. 
Для получения комплекса ЕС+39 к раствору, содер-
жащему ЕС–39, добавляли KCl до концентрации 
150 мМ и ЦТФ (5 мМ), а затем инкубировали полу-
ченную смесь 10 мин при комнатной температуре.

Очистка открытого комплекса на гепариновой 
колонке. Для очистки использовали смолу Hepаrin-
HyperD (Pall, США) для аффинной хроматографии. 
К полученному открытому комплексу добавляли 
1 мкл смолы, инкубировали 15 с при комнатной 
температуре и осаждали центрифугированием в те-
чение 10 с при 8000 об./мин. 100 мкл смолы пред-
варительно были проинкубированы с БСА (бычий 
сывороточный альбумин; 10 мг/мл) в течение 10 мин 
при комнатной температуре. Для отмывки от остат-
ков БСА к 100 мкл смолы добавляли 1 мл буфера 
ТБ40, осаждали центрифугированием, суперна-
тант декантировали, процедуру повторяли 5 раз.

Приготовление аффинных сеток. При получении 
аффинных сеток [11] 1 мкл смеси липидов 80% 
POPC (1-пальмитоил-2-олеоил-фосфатидилхолин; 
Avanti, США), 20% DGS-NTA(Ni) (1,2-диолеоил-sn-
глицеро-3-[(N-(5-амино-1-карбоксипентил) имино-
диацетат) сукцинил], соль никеля; Avanti, США) 
наслаивали на каплю буфера (20 мМ HEPES, 150 мМ 
NaCl, рН = 7,9). Тефлоновый контейнер, содержа-
щий капли (25 мкл) буфера с липидами, инкуби-
ровали 15 мин во влажной камере при +4°С для 
формирования липидного монослоя. Далее моно-
слой переносили на поверхность медных сеток для 
микроскопии, покрытых слоем аморфного угле-
рода, усиленного слоем формвара (SPI, США), 
удаляли избыток жидкости и подсушивали. Сетки 
хранили в пластиковом контейнере при комнат-
ной температуре до использования.

Электронная микроскопия. Для приготовления 
препарата аффинную сетку помещали на каплю 
раствора, содержащего комплекс ЕС+39, инкуби-
ровали 60 мин при +4°С во влажной камере. Затем 
сетку аккуратно снимали пинцетом с капли, из-
лишки раствора удаляли с сетки фильтровальной 
бумагой. Препарат сразу же окрашивали 1%-ным 
раствором ацетата уранила два раза по 30 с.

Исследование образцов производили в про-
свечивающем электронном микроскопе JEOL 2100 
(JEOL, Япония). Использовали ускоряющее напря-
жение 200 кВ в условиях низкой дозы (<10–20 элек-
тронов на Å2 в секунду) для уменьшения поврежде-
ния образца под воздействием электронного пучка. 
Изображения получали с увеличением ×40000 с помо-
щью ПЗС-камеры с размером матрицы 2000×2000 пик-
селей (Gatan, США). Размер пикселя на микрофо-
тографиях составил 3,3 Å.
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Криоэлектронная микроскопия. Сетки, приго-
товленные, как указано выше, снимали с капли 
раствора, помещали в прибор для замораживания 
образцов Vitrobot MarkIII (FEI, США) и заморажи-
вали в жидком этане при следующих параметрах: 
время промокания 4 с, температура климатической 
камеры +12°C, влажность 95%. Сетки хранили 
в жидком азоте до использования. Для изучения 
сетки переносили при температуре жидкого азота 
в криоэлектронный просвечивающий микроскоп 
Tecnai F20 (FEI, США), оснащенный источником 
полевой эмиссии электронов и работающий при 
ускоряющем напряжении 200 кВ. Изображения 
получали с увеличением ×50000 с помощью ПЗС-
камеры с размером матрицы 4000×4000 пикселей 
(Gatan, США). Размер пикселя на микрофотогра-
фиях составил 2,22 Å.

Результаты и обсуждение

Ранее нами было показано, что РНК-полиме-
раза E. coli воспроизводит основные особенности 
транскрипции хроматина РНК-полимеразой II [12]. 
В данной работе мы использовали конструкцию, 
состоящую из РНК-полимеразы E. coli и монону-
клеосомы с промотором, расположенном на вы-
ступающем (не связанном с гистонами) участке ДНК. 
В качестве матрицы использовали нуклеосом-по-
зиционирующую последовательность s603 длиной 
147 п.о., содержащую участок без основания А в 
области 1–39 со стороны промотора, с присоеди-
ненным к ней промотором T7A1 длиной 135 п.н.

После предварительного анализа образцов 
оказалось, что в процессе транскрипции in vitro в 
растворе вместе с целевыми элонгационными 

Рисунок. Электронно-микроскопическое исследование препаратов комплекса ЕС+39. А – Препарат, приготовленный на аф-
финном монослое липидов; Б – препарат после очистки на гепариновой смоле, на аффинном монослое липидов; В – препарат 
после очистки на гепариновой смоле, приготовленный на аффинной сетке для электронной микроскопии. Окраска – 1% ацетат 
уранила. Г – Криоэлектронное изображение препарата, приготовленного на аффинной сетке. Белые стрелки показывают распо-
ложение отдельных частиц РНК-полимеразы. Черными квадратами отмечены комплексы EC+39, белыми прямоугольниками – 

агрегаты белка. Масштабный отрезок – 50 нм

ВЕСТН. МОСК. УН-ТА. СЕР. 16. БИОЛОГИЯ. 2018. Т. 73. № 3



176 О.В. Чертков и др.

комплексами образуются также и непродуктивные 
комплексы; кроме того, остается большое количе-
ство свободной РНК-полимеразы. Для получения 
гомогенного препарата остановленных комплек-
сов EС+39 мы использовали дополнительную ста-
дию очистки (см. методы). Для этого использовали 
смолу HepаrinHyperD. Гепариновая смола связы-
вает свободную РНК-полимеразу и непродуктив-
ные комплексы, тогда как остановленные целевые 
комплексы остаются в растворе.

Далее препарат комплексов РНК-полимеразы 
был сконцентрирован на аффинном монослое ли-
пидов (рис. 1А). Этот метод был применен нами 
ранее для очистки РНК-полимеразы от глицерина 
[9]. Метод заключается в наслаивании смеси ли-
пидов (фосфатидилхолина и DGS-NTA(Ni) в раз-
личных соотношениях) на раствор, содержащий 
комплексы РНК-полимеразы. Липиды формиру-
ют монослой, обращенный группами с ионами Ni 
к поверхности раствора, в котором находится РНК-
полимераза, несущая на N-конце аффинный таг. 
Специфическое связывание осуществляется за счет 
наличия на поверхности белка свободных элек-
тронодонорных групп.

Было обнаружено, что при концентрировании 
очищенного на гепарине комплекса ЕС+39 на аф-
финном монослое в условиях, аналогичных опи-
санным нами ранее [9], происходит агрегация комп-
лексов с образованием длинных цепочек (рис. 1Б). 
В этих агрегатах отдельные комплексы располо-
жены настолько близко, что невозможно опре-
делить их границы и отобрать изображения инди-
видуальных частиц для последующего анализа 
изображений. Мы предположили, что агрегация 
комплекса может происходить из-за локального 
повышения концентрации частиц, фиксирован-
ных на монослое, но способных перемещаться 
в его плоскости из-за свободной диффузии липи-
дов на поверхности воды.

Для проверки этой гипотезы мы приготовили 
аффинные сетки, покрытые углеродной подлож-

кой с адгезированным монослоем липидов, содер-
жащих DGS-NTA(Ni). Зафиксированные на угле-
родной подложке липиды существенно менее 
склонны к латеральной диффузии [11]. Действи-
тельно, при использовании для концентрирования 
комплекса ЕС+39 аффинных сеток вместо аффин-
ного монослоя в препаратах наблюдается меньшее 
количество агрегатов. При этом концентрация комп-
лексов на сетке значительно увеличивается (рис. 1В).

Высокая концентрация образцов позволила 
нам изучить очищенные комплексы в криоэлек-
тронном микроскопе. Для этого мы приготовили 
аналогичным образом сетки Quantifoil (1.2/1.3) 
(Quantifoil Micro Tools, Германия) и исследовали 
их в криоэлектронном микроскопе Tecnai F20 (FEI, 
США) при ускоряющем напряжении 200 кВ. В ре-
зультате были получены изображения комплексов 
ЕС+39, замороженных в витрифицированном льду 
(рис. 1Г).

Таким образом, мы показали, что применение 
гепариновой смолы HepаrinHyperD позволяет очис-
тить препарат элонгационных комплексов от из-
бытка свободной РНК-полимеразы и непродук-
тивных комплексов. Применение аффинных мо-
нослоев, сформированных липидами, связанными 
с ионами Ni, позволяет сконцентрировать образ-
цы комплекса РНК-полимеразы с нуклеосомой, а 
также предотвратить их агрегацию. Использова-
ние подобных аффинных сеток в дальнейшем пла-
нируется для получения трехмерной реконструк-
ции элонгационного комплекса ЕС+39.

Работа выполнена при финансовой поддержке 
Российского научного фонда (проект № 14-24-00031). 
Электронная микроскопия проводилась с использо-
ванием аналитического электронного микроскопа 
JEOL2100 (JEOL, Япония) в составе уникальной 
научной установки “Трёхмерная электронная мик-
роскопия и спектроскопия” биологического фа-
культета МГУ и криоэлектронного микроскопа Tecnai 
F20 (FEI), расположенного в центре коллективного 
пользования университета Брандайз (США).
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METHODS

PURIFICATION OF RNA-POLYMERASE ELONGATION COMPLEXES FOR CRYO-
ELECTRON MICROSCOPY INVESTIGATION

О.V. Chertkov, М.G. Karlova, N.S. Gerasimova, O.S. Sokolova*

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

*e-mail: sokolova@mail.bio.msu.ru

A procedure was developed for purification and preparation of a transcriptional stalled 
complex of Escherichia coli RNA polymerase for investigation by cryo-electron microscopy. The 
elongation complex has been concentrated on an affine monolayer formed by lipids bound to Ni 
ions. Additionally, the excess free RNA polymerase and unproductive complexes were removed 
on a heparin resin. The use of affinity grids with an immobilized monolayer of lipids helps to 
prevent aggregation of the particles on the grid surface. This technique can be used in the future 
to obtain a three-dimensional reconstruction of the EC+39 elongation complex.

Keywords: RNA polymerase, nucleosome, elongation complex, affinity grid, protein 
purification, electron microscopy
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