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В эукариотических клетках все процессы, в которые вовлечен генетический аппарат клетки, протекают на нуклеосомах, коровая часть которых представляет собой октамер гистоновых белков, на которые наматывается 1,75 витков суперспирали ДНК длинной около 146 п.н. В ходе транскрипции происходит изменение пространственной организации белкового кора, что сказывается на ее скорости и является важным моментом эпигенетической регуляции.

Для изучения таких конформационных перестроек собирались модельные нуклеосомы на высокоаффинной к гистонам нуклеосом-позиционирующей последовательности с лигированным T7A1 промотором для РНК полимеразы E.coli. Последовательность промотора содержит AG (1-11 пн) и AGC (12-45 пн) участки, что позволяет получить остановленные транскрипционные комплексы в -37 и -5 положениях, соответственно (относительно начала кора, проксимального к промотору). Дальнейший анализ проводился с использованием метода spFRET (single particle Förster resonance energy transfer) за счет наличия флуоресцентных меток Cy3 (донор) в +91 и Cy5 (акцептор) в +13 положениях матрицы, что оптимально для их эффективного сближения в собранной нуклеосоме.

Была получена репрезентативная статистика для обсчета результатов. У каждого образца, включая контроль (нуклеосома без РНК полимеразы), наблюдался сходный профиль зависимости доли комплексов от эффективности FRET. Бóльшая их часть имела высокий сигнал от Cy5 (при 635–800 нм). В комплексах -37 и -5 сигнал FRET в высокой области был ниже относительно контроля. При этом между собой значения FRET у комплексов практически не различаются. В области более низкого сигнала доля нуклеосом повышена в обеих системах. В случае полной транскрипции этот эффект выражен еще сильнее.

Уменьшение сигналов FRET указывает на увеличение расстояния между метками Cy3 и Cy5, и, как следствие, изменение конформации нуклеосомного кора. В случаях комплексов -37 и -5 это может говорить о частичном «разматывании» проксимального участка суперспирали ДНК, а при полной транскрипции согласуется с моделью о частичной потери димера H2A-H2B с формированием гексасомы. Таким образом, показано, что нуклеосома не является статичной системой, и при прохождении через нее РНК полимеразы ДНК-белковые связи ослабевают, и суперспираль становится менее компактной.
