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Нуклеосомы играют центральную роль в компактизации геномной ДНК, а также участвуют в контроле транскрипции, репликации и репарации молекул ДНК. Структура нуклеосом известна, но конформационные изменения, происходящие при взаимодействии нуклеосом с белками (например, с РНК-полимеразой) требуют детального исследования. Для изучения структурных перестроек в составе одиночных нуклеосом предложено использовать флуоресцентную микроскопию полного внутреннего отражения (TIRFM) и явление Фёрстеровского резонансного переноса энергии (FRET). Измерение эффективности FRET позволяет оценивать изменение расстояния между двумя флуорофорами в диапазоне 1-10 нм,  что идеально согласуется с характерным размером нуклеосом (~ 10 нм).  Введение двух меток, Cy3 и Cy5, в соседние витки ДНК в составе нуклеосомы делает такие нуклеосомы удобным инструментом для структурных исследований.  

Возможность изучения одиночных нуклеосом размером ~ 10 нм с помощью флуоресцентной микроскопии (разрешение светового микроскопа ~200 нм) была обеспечена за счет иммобилизации нуклеосом на поверхности стекла на расстояниях более 500 нм друг от друга. Иммобилизацию биотинилированных (Су3, Су5)-меченых нуклеосом осуществляли на стекле, модифицированном биотинилированным полиэтиленгликолем в комплексе со стрептавидином. Изображения нуклеосом регистрировали с помощью экспериментальной установки на основе TIRF-микроскопа (Zeiss), специальной оптической сплит-системы и EMCCD камеры iXon Ultra (Andor). Была разработана методика исследования одиночных нуклеосом с помощью TIRFM и FRET. Оптимизированы параметры системы, позволяющие регистрировать флуоресценцию одиночных нуклеосом с высоким отношением сигнал/шум. Создана оригинальная методика обработки и анализа изображений, обеспечивающая распознавание нуклеосом, расчет интенсивности сигналов Су3 и Су5, определение эффективности FRET и построение частотных гистограмм распределения нуклеосом по величине FRET. Возможности структурного анализа (в том числе в кинетике) на основе флуоресцентной микроскопии одиночных нуклеосом обсуждаются на примере  комплексов нуклеосом с РНК-полимеразой. 
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