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Структура хроматина и доступность ДНК для белков зависят от структуры “линкер-

ной” ДНК, расположенной на входе в нуклеосому и выходе из неё. Поскольку ДНК яв-

ляется отрицательно заряженным полимером, конформация линкерной ДНК, в свою 

очередь, зависит от ионного микроокружения. В настоящей работе методом флуорес-

центной микроскопии одиночных комплексов исследовано влияние ионов Na+ и K+ на 

структуру линкерной ДНК мононуклеосом. Выявлено, что нуклеосомы находятся в од-

ном из двух конформационных состояний, заселённость которых существенно меняется 

после замены ионов K+ на Na+. Эти изменения, вероятно, обусловлены различным взаи-

модействием Na+ и K+ с ДНК в областях входа ДНК в нуклеосому и выхода из неё. Ка-

тион-зависимые изменения конформации линкерной ДНК могут менять топологические 

барьеры в нуклеосоме, структуру полинуклеосомного хроматина и влиять на взаимодей-

ствия с различными белковыми факторами.
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Хроматин представляет собой сложную, тонко 

регулируемую ДНК-белковую структуру, единицей 

которой является нуклеосома. Функционирование 

хроматина во многом обеспечивается за счёт кон-

тролируемых конформационных перестроек, ко-

торые происходят на разных структурных уровнях: 

30-нанометровой фибриллы, нуклеосомы и ДНК. 

При этом линкерная область нуклеосом является 

местом взаимодействия многочисленных структур-

ных и регуляторных белков, включая линкерный 

гистон Н1, факторы транскрипции и её регуля-

ции, такие, как РНК-полимераза и PARP1 (Poly 

(ADP-ribose) polymerase 1). Структура и динамика 

линкерной области нуклеосом представляют боль-

шой интерес, но лишь немногие методы обеспечи-

вают возможность таких исследований. В качестве 

экспериментальной системы для решения подоб-

ного рода задач могут быть использованы монону-

клеосомы, собранные на октамере гистонов с при-

менением короткой строго позиционируемой ДНК 

(например, последовательности ДНК-матрицы 601 

или 603 длиной 147 пар нуклеотидов – п.н.), удли-

ненной с обеих сторон для формирования линкеров 

[1, 2]. Если в линкеры ввести две флуоресцентные 

метки, взаимодействующие по механизму Фёрсте-

ровского резонансного переноса энергии (Forster 

Resonance Energy Transfer, FRET), то для структур-

ных исследований таких мононуклеосом применим 

метод флуоресцентной микроскопии одиночных 

комплексов [2–4].

Согласно результатам экспериментальных [3–5] 

и расчётных [6, 7] работ, структура и динамика ну-

клеосом зависят от ионного окружения, которое 

является существенным компонентом, стабилизи-

рующим и модулирующим взаимодействия поли-

анионной ДНК с поликатионными гистонами 

в составе компактной нуклеосомной частицы. Лин-

керы и прилегающие к ним участки нуклеосомной 

ДНК наименее прочно взаимодействуют с гисто-

нами нуклеосомного ядра и несут большой неском-

пенсированный заряд, нейтрализуют который, в пер-

вую очередь, противоионы. При этом даже близкие 

по своим свойствам моновалентные катионы натрия 

и калия существенно отличаются как по характеру 

связывания с ДНК и нуклеосомой, так и по вре-

мени жизни связанного состояния [5–7]. 

В настоящей работе впервые получены данные 

об изменении конформации линкеров при замене 

ионов калия на ионы натрия, что, по-видимому, 

связано с катион-зависимой модуляцией взаимо-

действий ДНК с гистонами в областях входа в ну-

клеосому и выхода из неё. Такая модуляция может 

менять топологические барьеры в нуклеосоме, струк-

туру полинуклеосомного хроматина и влиять на взаи-

модействия с различными белковыми факторами. 

Материалы и методы

Реагенты, использованные в работе, описаны 

ранее [8, 9]. При сборке нуклеосом в качестве источ-

ника гистонов использовали хроматин без гистона 
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H1, который выделяли из эритроцитов цыплят по 

ранее описанной методике [8]. ДНК-матрица вклю-

чала в себя позиционирующую последовательность 

603 длиной 147 п.н., удлинённую с обоих концов 

на 40 п.н. для формирования линкеров. Матрицу 

получали по методике, описанной в предыдущее 

работе [10]. При получении ДНК-матрицы, флуо-

ресцентно-меченой в области линкеров, исполь-

зовали следующие праймеры (“Синтол”, Россия; 

флуоресцентно-меченые тимидины подчеркнуты; 

названия меток, Су3 и Су5, указаны надстрочным 

знаком):

5’– TAAGGCGAATTCACAACTTTTCy5TGGCAAG

AAAATGAGCt –3’

5’ ACACGGCGCACTGCCAACCCAATCy3CGACA

CCGGCACGAG 3’.

Присутствие меток в составе ДНК подтверждено 

электрофорезом в 4,5%-ном полиакриламидном 

геле (ПААГ; соотношение акриламид : бисакрил-

амид – 39:1) в нативных условиях с последующим 

флуоресцентным анализом геля с помощью сканера 

Typhoon (GE Healthcare) и методом флуоресцент-

ной микроскопии одиночных молекул (рисунок, А). 

Нуклеосомы собирали методом диализа против 

растворов с последовательно уменьшающейся кон-

центрацией хлорида натрия, как описано ранее [8]. 

Эффективность сборки нуклеосом проверяли ме-

тодом электрофореза в 4,5%-ном ПААГ (недена-

турирующие условия, 0,5-кратный буфер TBE со-

става 44,5 мМ Трис, 44,5 мМ борной кислоты, 

1 мМ ЭДТА) по флуоресценции Су3 в составе ДНК.

Для измерений под микроскопом нуклеосомы 

разбавляли до концентрации 0,4–0,8 нМ в буфере 

следующего состава: 10 мМ Трис (pH 8,0), 1 мМ 

β-меркаптоэтанола, 0,5 мМ ЭДТА с добавлением 

150 мМ KCl или 150 мМ NaCl; затем переносили 

в лунку камеры flexiPERM (Greiner Bio-One, Гер-

мания), закрепленной на покровном стекле.

Измерения одиночных нуклеосом проводили, 

используя лазерный сканирующий конфокальный 

микроскоп LSM710-Confocor3 (Carl Zeiss, Йена), 

по ранее описанной методике [9]. Флуоресценцию 

возбуждали при 514,5 нм (0,12 мкВт на образце), 

а регистрировали в диапазонах 530–635 нм (Су3) и 

635–800 нм (Су5) с временем интегрирования 3 мс. 

Для одиночных нуклеосом, свободно диффун-

дирующих через фокус лазерного луча, измеряли 

интенсивности флуоресценции Су3 (I
3
) и Су5 (I

5
) 

и рассчитывали эффективность FRET (E):

 E = (I
5
 – 0,19 × I

3
) / (I

5
 + 0,81 × I

3
) (1), 

где коэффициенты 0,19 и 0,81 обеспечивают кор-

рекцию на перекрывание спектров флуоресценции 

Cy3 и Cy5 в области 635–800 нм. 

Для каждого образца нуклеосом измерения 

выполняли в течение двух последовательных ин-

тервалов времени по 10 мин при величине выборки 

в каждом интервале 1000–3000 нуклеосом. Наборы 

значений Е графически представляли в виде гис-

тограмм относительной частоты распределения ве-

личины Е. Результаты последовательных измере-

ний сравнивали, чтобы подтвердить стабильность 

структуры нуклеосом во времени. Измерения ну-

клеосом проводили в трёх независимых повторах. 

Частотные гистограммы величины Е усредняли по 

трём измерениям и описывали в виде суперпози-

ции полос Гауссовой формы. Суммарный размер 

выборок – 9000–14 000 нуклеосом.

Рисунок. Влияние ионов натрия и 

калия на структуру линкерной об-

ласти нуклеосом по данным флуо-

ресцентной микроскопии одиноч-

ных комплексов. А – Сравнение 

гистограмм относительной частоты 

распределения величины Е для сво-

бодной флуоресцентно-меченой ДНК 

(треугольники, прерывистая линия) 

и нуклеосом в буфере, содержащем 

150 мМ KCl (круги, чёрная линия) 

или 150 мМ NaCl (квадраты, серая 

линия). Б, В – Результаты разложе-

ния частотных распределений вели-

чины Е на сумму Гауссовых полос 

(прерывистые линии) для нуклеосом в буфере со 150 мМ KCl (Б) или 150 мМ NaCl (В). Цифрами указаны максимумы этих по-

лос и доля нуклеосом (в скобках), соответствующих каждой полосе. Г – Схема возможных конформаций нуклеосомы. Ионы 

Na+ связываются с ДНК значительно сильнее, чем ионы К+, препятствуя реассоциации ДНК с нуклеосомным ядром в области, 

подверженной нуклеосомному “дыханию”. Символом “*” обозначены ионы соответствующих металлов
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Результаты и обсуждение

Для проведения исследований нами разрабо-

тана нуклеосомная матрица, в которой метка Су3 

была размещена на расстоянии 18 п.н. до первого 

нуклеотида, а Су5 – на расстоянии 20 п.н. после 

последнего нуклеотида позиционирующей после-

довательности ДНК-матрицы 603. Удалённое от 

нуклеосомного ядра расположение меток позво-

ляет избежать возможного ограничения подвиж-

ности флуорофоров и тушения флуоресценции, 

влияющих на эффективность FRET. При этом рас-

стояние от нуклеосомной позиционирующей по-

следовательности до меток лишь немного больше 

персистентной длины молекулы ДНК (около 50 нм 

или 15 п.н. [11]), что позволяет приблизительно 

считать участок линкера от нуклеосомы до метки 

линейным.

Измерения свободно диффундирующих оди-

ночных нуклеосом в растворе, содержащем 150 мМ 

KCl, выявили, что распределение нуклеосом по 

величине Е неоднородно (рисунок, А) и характе-

ризуется наличием двух состояний с максимумами 

Е
1
 = 0,05 и Е

2
 = 0,42, к которым относятся соот-

ветственно 41 и 59% нуклеосом (рисунок, Б). Это 

распределение не меняется в течение 40 мин изме-

рений, что подтверждает отмечавшуюся нами ра-

нее стабильность структуры нуклеосом в исполь-

зуемых экспериментальных условиях [8–10, 12]. 

В случае свободной ДНК величина Е имеет нор-

мальное (Гауссово) распределение с одним макси-

мумом вблизи нуля (рисунок, А). Как установлено 

нами ранее [10] и подтверждено данными элек-

трофореза для изучаемых нуклеосом (данные не 

показаны), в образце присутствует не более 3% 

свободной ДНК-матрицы, которая, очевидно, не 

может быть причиной пика Е
1
 = 0,05 с низкой ве-

личиной FRET. В электрофореграмме наблюдается 

лишь одна полоса, соответствующая нуклеосомам, 

что исключает их неполную сборку как причину 

появления двух пиков в распределении нуклеосом 

по величине Е. Возможный вклад фотообесцвечива-

ния акцептора (Су5) в интенсивный пик Е
1
 = 0,05 

можно также исключить, так как распределение Е 

не меняется со временем и при 2–3 кратном уве-

личении мощности возбуждающего флуоресценцию 

света. Высокую фотостабильность меток в наших 

экспериментальных условиях подтверждают и про-

веденные ранее исследования на нуклеосомах с раз-

личным положением флуоресцентных меток [8–10, 

12, 13]. Таким образом, для нуклеосом в присут-

ствии 150 мМ KCl характерны две конформации, 

отличающиеся расстоянием между линкерами в об-

ласти положения меток, на что указывают разные 

величины Е
1
 (большое расстояние) и Е

2
 (меньшее 

расстояние). Предположительно эти конформации 

имеют времена жизни значительно больше 3 мс 

(среднее время диффузии нуклеосомы через фокус 

лазерного луча), и нуклеосомы могут переходить 

из одной конформации в другую. Наличие двух 

конформаций в присутствии 150 мМ KCl было по-

казано нами и для нуклеосом с иным положением 

меток на линкерах (Су3 – 10 п.н. до первого ну-

клеотида, Су5 – 15 п.н. после последнего нуклео-

тида позиционирующей последовательности ДНК-

матрицы) [10]. Таким образом, вывод о наличии 

двух конформаций у нуклеосомы не связан с инди-

видуальными особенностями расположения меток 

на линкерах.

При замене в растворе ионов калия на ионы 

натрия распределение нуклеосом по величине Е 

достоверно изменяется (рисунок, А): сохраняется  

состояние с Е
1
 = 0,05 при возрастании доли нуклео-

сом в нём до 75%, а максимум второго состояния 

наблюдается при Е
3
 = 0,31 (25% нуклеосом) (рису-

нок, В). Такое распределение нуклеосом по вели-

чине Е, формирующееся в присутствии ионов нат-

рия, стабильно в течение 40 мин измерений. 

Полученные данные свидетельствуют о том, что 

катионы натрия заметно уменьшают стабильность 

конформации с Е
2
 = 0,42: значительная часть ну-

клеосом переходит в состояние с Е
1
 = 0,05, а у 

оставшихся в альтернативной конформации нуклео-

сом увеличивается расстояние между линкерами, 

что регистрируется как сдвиг максимума второго 

пика к 0,31 по шкале Е. 

Изменения в структуре нуклеосом, вероятно, 

вызваны тем, что ионы Na+ удерживаются на ДНК 

намного прочнее, чем ионы К+ [5–7]. Основной 

причиной этого является меньший по сравнению 

с K+ диаметр внешней электронной оболочки Na+, 

позволяющий ему глубже погружаться в двухцепо-

чечную ДНК [6]. Эти особенности взаимодействия 

с Na+ могли бы приводить к сближению линкеров 

за счет более полной нейтрализации отрицатель-

ного заряда ДНК и уменьшению их взаимного от-

талкивания. Однако данные микроскопии оди-

ночных комплексов (рисунок) свидетельствуют об 

обратном: расстояние между линкерами увеличи-

вается. Это противоречие устраняется, если пред-

положить, что структурные изменения вызваны 

особенностями взаимодействия ионов в областях 

входа ДНК в нуклеосому и выхода из неё. Счита-

ется, что в этих областях могут происходить кон-

формационные переходы, называемые “дыханием” 

нуклеосом: спонтанные и обратимые отворачива-

ния ДНК от нуклеосомного ядра. В пользу суще-

ствования такого рода переходов говорят как ре-

зультаты экспериментов in vitro [2, 14–16], так и 

данные компьютерного моделирования [17, 18]. 

Согласно этим данным, потеря связей с гистоно-

вым ядром при отворачивании ДНК возможна для 

20 нуклеотидов на границе нуклеосомного ядра. 

За пределами этих 20 нуклеотидов эффективность 

взаимодействия ДНК с гистонами значительно 

возрастает, резко увеличивая затраты энергии на 

отворачивание и уменьшая его вероятность [17, 19]. 

Усиленное связывание Na+ с ДНК в области этих 

20 нуклеотидов может затруднять восстановление 

контактов ДНК с гистонами и способствовать ста-

ВЛИЯНИЕ ИОНОВ НАТРИЯ И КАЛИЯ НА КОНФОРМАЦИЮ ЛИНЕЙНЫХ УЧАСТКОВ НУКЛЕОСОМ
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билизации конформации с отвёрнутой ДНК и со-

ответственно увеличенным расстоянием между лин-

керами (рисунок, Г). При этом как расчёты, так и 

экспериментальные данные показывают, что отво-

рачивание ДНК с одной стороны нуклеосомы резко 

затрудняет её диссоциацию с другой стороны [1]. 

Наиболее вероятной моделью состояний с 

Е
2
 = 0,42 и Е

3
 = 0,31 является конформация, при 

которой оба линкера в областях входа ДНК в ну-

клеосомное ядро и выхода из него связаны с гис-

тонамии нуклеосомы (сильнее в присутствии К+ и 

слабее в присутствии Na+; рисунок, Г ). Тогда со-

стоянию Е
1
 = 0,05 соответствует конформация, при 

которой один из линкеров отвернут от гистонового 

кора (рисунок, Г). Отметим, что возможно суще-

ствование ряда конформационных состояний лин-

керных фрагментов [17], не различимых по вели-

чине Е.

Представленные результаты свидетельствуют 

о том, что тип катионов, присутствующих в микро-

окружении нуклеосомы, существенным образом 

влияет на её структуру. Ассоциация ДНК с гистоно-

вым ядром в области входа ДНК в нуклеосомное 

ядро и выхода из него способствует сохранению 

нуклеосомы и создаёт дополнительный барьер для 

ферментов и других молекул, функционирование 

которых связано с отворачиванием ДНК от гисто-

нов нуклеосомы.

В клеточном ядре преобладают ионы K+, ко-

торые отличаются от ионов Na+ по взаимодействию 

со свободной ДНК и с нуклеосомой [5–7], а также 

по влиянию на структуру нуклеосом (рисунок). В то 

же время многие исследования методом микроско-

пии одиночных частиц традиционно проводят 

в присутствии ионов Na+ [3, 15, 16]. Полученные 

нами результаты указывают на необходимость оп-

тимизации ионного состава растворов при прове-

дении как структурных, так и функциональных 

исследований на нуклеосомах.

Работа выполнена при финансовой поддержке 

Российского научного фонда (проект № 14-24-00031, 

соглашение № 14-24-00031-П).
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INFLUENCE OF SODIUM AND POTASSIUM IONS ON CONFORMATION OF LINKER 
PARTS OF NUCLEOSOMES
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The structure of chromatin and DNA accessibility to proteins depend on the structure of 

DNA “linkers” entering and exiting the nucleosome. Since DNA is negatively charged, confor-

mation of the DNA linkers, in turn, is likely affected by ionic microenvironment. Here method 

of fluorescence microscopy of single complexes was used to study the effect of Na+ and K+ ions 

on the structure of the DNA linkers. It was revealed that nucleosomes adopt one of two confor-

mational states, and occupancy of these states is considerably changed after substitution of K+ 

ions by Na+. These changes are likely caused by different interaction of Na+ and K+ ions with 

DNA in the regions of entry and exit of DNA from the nucleosome. Cation-dependent changes 

in conformation of the DNA linkers can affect topological barriers in nucleosomes, structure of 

polynucleosome chromatin and interactions of DNA with different protein factors. 

Keywords: chromatin, nucleosome, linkers, sodium ions, potassium ions, fluorescence, micro-

scopy, single molecule 
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