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За допомогою атомно-силової мікроскопії (АСМ) візуалізовано комплекси РНК-полімерази 
(РНКП) бактеріофага Т7 з ДНК-матрицею (яка містить промотор та термінатор транскрипції 
Т7 РНКП) при проведенні транскрипції. На рівні пар поодиноких молекул отримано зображення 
як неспецифічних (сформованих молекулою Т7 РНКП з кінцевими фрагментами ДНК-матриці), 
так і специфічних (утворених Т7 РНКП з промотором та областю термінації транскрипції) 
комплексів. Обговорюється вплив параметрів транскрипції на комплекту творення. 
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Вступ. Транскрипція — це процес, протягом якого 
РНК-полімераза (РНКП) утворює низку комп
лексів при скануванні ДНК-матриці. Спочатку 
формується нестабільний комплекс ініціації, вна
слідок чого синтезуються короткі продукти перед 
очищенням промотору, а потім утворюється ста
більний елонгаційний комплекс, який складається 
з РНКП, ДНК-матриці та РНК-транскрипта, який 
зростає [1]. За допомогою біохімічного аналізу та 
вивчення кінетики взаємодії мутантних РНКП з 
матрицею ДНК показано, що при переході від 
комплексу ініціації до комплексу елонгації утворю
ються як мінімум три типи перехідних комплексів. 
Перший складається з близько 3—5 нуклеотидів 
(н.), другий— з ~6—8 н., третій —з ~9—14 н. 
[2, 3]. 

РНК-полімерази можна розділити на два кла-
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си: мультисубодиничні (бактерії, еукаріоти) та од-
носубодиничні (деякі бактеріофаги, мітохондрії, 
хлоропласти). І хоча вони не характеризуються 
структурною гомологією та подібністю послідов
ностей, для РНКП обох класів основні етапи транс
крипції відбуваються ідентично [4 ]. 

Транскрипція контролюється полімеразою про
тягом елонгації безпосередньо до паузи або тер
мінації. По досягненні специфічних позицій на 
ДНК-матриці стабільний елонгаційний комплекс 
дисоціює у процесі термінації транскрипції. Зроб
лено припущення, що дисоціація не викликається 
термінацією негайно, їй передує інактивація елон-
гаційного комплексу [5]. Для Т7 РНК-полімерази, 
найвивченішої полімерази серед класу РНКП, який 
складається з поодиноких субодиниць, знайдено 
два типи сигналів термінації або паузи. Сигнали І 
класу містять U-багатий елемент безпосередньо 
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нижче послідовності, що утворює GC-багату шпи
льку. Термінація на сайтах І класу залежить від 
можливості утворення молекулою РНК вторинної 
структури і відбувається навіть за умови видалення 
нематричного ланцюга ДНК [3 ]. Інший термінатор 
Т7 РНКП належить до класу II та складається з 
консервативної послідовності довжиною 8 н. Як 
правило, пауза або термінація відбуваються на 
сайті, локалізованому нижче на 7—8 н. від зазна
ченого елемента. Проте деталі як ініціації транс
крипції, так і її термінації доволі важко прояснити, 
використовуючи традиційні методи для розчинів, 
оскільки, по-перше, ініціація включає декілька 
швидкоплинних проміжних етапів між зв'язуван
ням промотору та елонгацією. По-друге, у кожний 
конкретний момент часу лише невелика частина 
молекул РНКП серед популяції РНКП, що активно 
беруть участь у транскрипції, зчеплена з ініціацією 
[6]. 

Більшість біохімічних досліджень ініціації 
транскрипції виконуються за таких експеримента
льних умов, які дозволяють вивчати лише фіксова
не положення ферменту, коли РНКП зупиняється 
на відомій позиції ДНК-матриці через відсутність 
комплементарного нуклеотиду. Спроби синхроні
зувати ініціацію транскрипції для фракції молекул 
РНКП виявилися невдалими, оскільки синхроні
зація швидко руйнувалася через імовірносний ха
рактер переходів між проміжними етапами. 

Відносно недавно було розвинено інший підхід 
до вивчення ініціації транскрипції, заснований на 
дослідженні зв'язування з промотором, ініціації та 
елонгації для поодинокої молекули РНКП у реаль
ному часі. Цей метод грунтується на використанні 
молекули ДНК, яка обома кінцями з'єднана з 
двома кульками, що знаходяться в оптичних паст
ках. У той же час молекула ДНК перебувала 
поблизу поверхні, на якій локалізовані поодинокі 
іммобілізовані молекули Т7 РНКП. Керуючи оп
тичною пасткою через осциляції кульки, до якої за 
один кінець була приєднана молекула ДНК, у 
роботі [6] спостерігали асоціацію та дисоціацію 
комплексу між Т7 РНКП і промоторною ДНК з 
константою К^2У9 с"1, перехід до елонгації з К^ 
= 0,36 с"1, синтез із швидкістю 43 нуклеотиди за 1 с 
та вихід РНК-транскрипта довжиною —1200 н. 
Авторами показано, що перехід від ініціації до 
елонгації є значно тривалішим порівняно з часом 
існування бінарного комплексу Т7 РНКП—промо
тор ДНК. 

Для аналізу комплексів РНКП—ДНК, які ут
ворюються при транскрипції, також з успіхом ви
користано атомно-силову мікроскопію (АСМ) [7]. 
АСМ-візуалізація з високою роздільною здатністю 
білково-нуклеїнових комплексів дозволяє безпосе
редньо вивчати біологічні структури за умов, на
ближених до фізіологічних, а також за відсутності 
кристалізації. На відміну від традиційних мікро
скопічних методів, які надають усереднену ін
формацію для масиву молекул, за допомогою АСМ 
можна отримувати дані щодо структури та функ
ціонування поодиноких молекул. Крім того, знач
ною перевагою АСМ у порівнянні з класичною 
електронною мікроскопією є відсутність відтіню
вання або фарбування при підготовці зразка. Для 
вивчення топографії поверхні біомакромолекул за 
допомогою АСМ необхідно лише, щоб молекули 
були адсорбовані на плоскому субстраті. Тому чи
малу кількість робіт присвячено АСМ-візуалізації 
комплексів білків, у тому числі і РНК-полімераз, з 
ДНК [7,8]. 

У даній роботі оптимізовано умови проведення 
транскрипції in vitro для наступної АСМ-візу
алізації комплексу, що утворює односубодинична 
Т7 РНК-полімераза з лінійною ДНК, яка містить 
промотор та область термінації транскрипції Т7 
РНКП. Візуалізовано як неспецифічні (утворені 
молекулою Т7 РНКП з кінцевими фрагментами 
ДНК-матриці), так і високоспецифічні комплекси 
(насамперед з промотором), що формує Т7 РНКП 
з поодинокими молекулами ДНК-матриці. 

Матеріали і методи. Транскрипція, Як матри
цю для транскрипції використано амплікон довжи
ною 1414 пар нуклеотидів (п. н.) з промотором А1 
(один із 17 відомих промоторів, що містить геном 
бактеріофага Т7) та областю термінації транс
крипції Т7 РНК-полімерази (рис. 1). ДНК-матри-
цю отримано за допомогою рестрикції ендонуклеа-
зою Seal («New England Biolabs», Велика Бри
танія) суперспіральної ДНК pGEMEX («Promega», 
США) довжиною 3993 п. н. з наступною амплі
фікацією та очищенням амплікона. Реакцію транс
крипції проведено за наведеними нижче протокола-
MJTA осі Дині /шиї Vrns nc*UOpib Д л я і рсіпсіч рушДхі і а х і 

РНК-полімерази («Promega»), MegaScript T7 («Am-
bion», США) та набору від «New England Biolabs» 
за різних температурних і часових параметрів. 

При цьому використано три буфери для транс
крипції — буфер A («Promega»), буфер Б («Ат-
bion») і буфер В [8]. Буфер А містив 40 мМ 
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Рис. 1. Схематичне зображення матриці лінійної ДНК, викори
станої для проведення транскрипції (а) та її АСМ-зображення 
(б). Праймери L1 та L2, показані прямокутниками, фланкують 
фрагмент ДНК pGEMEX довжиною 1414 п. н., який містить 
промотор і термінатор транскрипції Т7 РНК-полімерази. Для 
візуалізації ДНК pGEMEX іммобілізували на свіжосколоту слю
ду у HEPES буфері, який містив 2,5 мМ MgCl2. Розмір кадру 
2,23 мкм х 2,23 мкм 

трис-НСІ, рН 7,9, 6 мМ MgCl2, 10 мМ NaCl,10 мМ 
дитіотреїтол, 2 мМ спермідин, 0,05 % твін 20, 40 
од. РНазину, 20 од. РНК-полімерази у загальному 
об'ємі 20 мкл. Реакцію транскрипції ініціювали 
додаванням нуклеотидів СТР, GTP, UTP та АТР 
до кінцевої концентрації 200 мкМ. 

Буфер Б містив реакційну суміш для транс
крипції, 40 од. РНазину, 20 од. РНК-полімерази, 
20 мкМ СТР, GTP, UTP та АТР у загальному 
об'ємі 20 мкл. Після 20—65 хв інкубації за темпе
ратури 31 °С реакцію зупиняли нагріванням протя
гом 15 хв за температури 70 °С. 

Буфер В вміщував 20 мМ трис-НСІ, рН 7,9, 
5 мМ MgCU, 50 мМ КС1, 1 мМ дитіотреїтол, 40 од. 
РНазину, 20 од. РНК-полімерази у загальному 
об'ємі 20 мкл. Реакцію транскрипції ініціювали 
додаванням нуклеотидів СТР, GTP, UTP та АТР 
до кінцевої концентрації 100 мкМ. Після 65 хв 
інкубації за температури 31 °С реакцію було зупи
нено швидким охолодженням до 0 °С. 

Рис. 2. Аналіз PHK-транскриптів після проведення транскрипції 
з Т7 PHK-полімеразою на матриці фрагмента лінійної ДНК 
pGEMEX довжиною 1414 п. н. (доріжка 7) за денатурувальних 
умов у 1,2 %-му агарозному гелі з формальдегідом та конт
рольній плазміді pTRI-Xef довжиною 1890 п. н. (доріжка 2). 
Очікувана довжина транскриптів дорівнює 1032—1122 н. Ре
акцію проводили у буфері A («Promega») за температури 37 °С 
протягом 1 год згідно з рекомендаціями виробника 

Для видалення матриці ДНК і деградації ДНК, 
що може контамінувати препарат РНК, після про
ведення транскрипції до реакційної суміші додава
ли 1 мкл ДНКази І, вільної від РНКаз («Ambion»), 
та інкубували протягом 15 хв за температури 
37 °С. ДНКазу інактивували інкубуванням реак
ційної суміші за температури 70 °С протягом 10 хв. 
Ефективність транскрипції контролювали електро
форезом у 1,2 %-му агарозному гелі, що містив 
1,8 % формальдегіду (рис. 2). Транскрипцію про
водили в спеціальній кімнаті, призначеній для 
роботи з РНК, з використанням ультрачистої води, 
до якої додавали DEPC для пригнічення РНКаз. 
ПОТІМ ТТТТа ГТПґтРГТРМИа РТТР^ТП^^Ь'^^^'Э^^ ъп т т р и о т ^ т и -

вальних умов до реакційної суміші додавали рівний 
об'єм буфера для нанесення проби, який містив 
90 % формаміду, 0,01 % ксиленціанолу, 0,01 % 
бромфенолового синього, 10 мМ ЕДТА та 0,01 % 
SDS. Для оцінки розміру PHK-транскриптів, які 
утворювалися після транскрипції на матриці ДНК 
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pGEMEX, використовували контрольну ДНК-мат-
рицю pTRI-Xef з набору для проведення транс
крипції MegaScript T7 («Ambion»). При проведенні 
транскрипції згідно з умовами виробника утворю
валися лише повнорозмірні РНК-транскрипти до
вжиною 1890 н., для оцінки розміру яких, у свою 
чергу, використовували РНК-маркери G 319A 
(«Promega»). 

Атомно-силова мікроскопія. У роботі викори
стано атомно-силовий мікроскоп Nanoscope IV Mul-
tiMode System («Veeco Instruments Inc.», СІНА) з 
Е-сканером. АСМ-зображення ДНК записували за 
допомогою вібруючого варіанта АСМ на повітрі у 
режимі «висота» з використанням OMCL-AC160TS 
кантилеверів («Olympus Optical Co.», Японія) з 
резонансною частотою 340—360 кГц та константою 
твердості 42 Н/м. Зображення отримано у форматі 
512 х 512 пікселів, згладжено та проаналізовано за 
допомогою програмного забезпечення Nanoscope 
(версія 5.12гЗ) («Veeco Instruments Inc.»). 

Підготовка зразків ДНК для ПЛР та комп
лексів Т7 РНКП—ДНК для АСМ. Для проведення 
полімеразної ланцюгової реакції (ПЛР) сконструй
овано праймери L1 та L2, що обмежували фрагмент 
ДНК pGEMEX, який містив промотор та область 
термінації транскрипції Т7 РНК-полімерази. Прай
мери L1 та L2, послідовності яких з відповідними 
позиціями на циркулярній ДНК pGEMEX наведе
но нижче, отримано від фірми «Sigma» (Японія): 

5'-cgc tta caa ttt cca ttc gcc att c-3' — прямий 
праймер LI (3748--3772); 

5'-ctg att ctg tgg ata ace gta tta ccg-3' — зворот
ний праймер L2 (1168—1142). 

ПЛР з гарячим стартом проведено в об'ємі 
реакційної суміші 50 мкл на ампліфікаторі Ge-
neAmp 9700 («Perkin Elmer», США) за наступних 
температурних і часових параметрів: початкова 
інкубація — 95 °С, 2 хв; денатурація — 95 °С, 1 хв; 
відпал — 71 °С, 1 хв; синтез—74 °С, 1 хв; кількість 
циклів — 35. Температуру відпалу визначали тео
ретично за допомогою програми Oligo. 

Амплікони візуалізовано розділенням 15 мкл 
ПЛР-продукту за допомогою електрофорезу в 2 %-
му агарозному гелі з наступним фарбуванням бро
мистим етидієм. 

Для очищення ампліфікованого фрагмента 
ДНК використано наступну процедуру. Після про
ведення електрофорезу вирізали смугу гелю, що 
містить амплікон, опромінюючи гель довгохвильо
вим УФ-джерелом випромінювання низької інтен

сивності («BioRad», США). Для подальшого очи
щення амплікона від нуклеотидів, праймерів, 
ДНК-полімерази та бромистого етидію застосовува
ли набір QIAquick PCR purification kit («QIAgen», 
Японія) відповідно до рекомендацій виробника, а 
також екстракцію фенол/хлороформом з наступ
ним переосадженням етанолом. 

ПЛР здійснено з використанням термостабіль
ної ДНК-полімерази високої точності двох видів — 
Pyrobest ДНК-полімерази («TaKaRa Co.», Японія) 
та Invitrogen Platinum ДНК-полімерази («Invitro-
gen», Японія). 

Для нанесення комплексів Т7 РНКП—ДНК на 
свіжосколоту слюду використано 10 мМ HEPES 
буфер, який містив 2,5 мМ MgCl2, або буфер, для 
транскрипції, оскільки він також містив катіони 
магнію. На смугу слюди розміром 1 см2 наносили 
краплю розчину об'ємом 10 мкл комплексу з мо
лярним співвідношенням концентрацій Т7 РНКП і 
ДНК, яке варіювало в діапазоні 1—100, у ТЕ-бу-
фері (10 мМ трис-НСІ, рН 7,9, 1 мМ ЕДТА), 
промивали після 2-хв експозиції ультрачистою во
дою, вільною від РНКаз, обдували потоком азоту 
та відразу візуалізували. 

Концентрацію Т7 РНК-полімерази у вихідно
му розчині визначали спектральним аналізом за 
допомогою контрольного набору реагентів для виз
начення концентрації бичачого сироваткового аль
буміну (БСА) (BSA Protein Assay Reagent, «Pierce», 
США). 3 побудованого калібрувального графіка 
залежності оптичної щільності від відомої концент
рації БСА для трьох значень концентрації БСА 
було визначено концентрацію проміжного розчину 
Т7 РНК-полімерази, виходячи з виміряного зна
чення поглинання. Концентрація вихідного розчи
ну Т7 РНК-полімерази («Promega») дорівнювала 
6,6-10'ь М; концентрація лінійної ДНК pGEMEX, 
використаної як матриця для транскрипції, — 
200—800 пМ (амплікона) при АСМ-візуалізації. 
Для її визначення за допомогою спектрофотометрії 
вимірювали оптичну щільність і, отже, концент
рацію вихідного розчину очищеного ПЛР-продук
ту. Комплекси готували, додаючи розчин Т7 РНК-
полімерази до рівного за об'ємом розчину ДНК-
матриці, який отримували методом послідовних 
розведень вихідного розчину амплікона. 

Для візуалізації комплексу Т7 РНК-поліме-
раза—ДНК співвідношення молярних концентра
цій полімерази та ДНК варіювали в межах від 1 до 
100. Відповідні розчини Т7 РНК-полімерази одер-
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жували методом послідовних розведень вихідного 
розчину. 

Результати і обговорення. Для дослідження 
структури комплексів Т7 РНК-полімераза—-ДНК 
за допомогою АСМ було використано іммобілізацію 
біомолекул на свіжосколоту слюду з додаванням 
іонів магнію. Контролем слугували АСМ-зображен-
ня молекул ДНК-матриці, адсорбованих на слюді 
(рис. 1,6), які мали невитягнуту форму і згладжені 
контури, їхні фрагменти рівномірно іммобілізува
лися на поверхні субстрату. 

Ефективність транскрипції контролювали за 
допомогою реакції з контрольною ДНК-матри-
цею — плазмідою pTRI-Xef, що містила промотор 
транскрипції Т7 РНКП, з набору MegaScript T7 
(«Ambion»). РНК-транскрипти, які утворилися 
внаслідок транскрипції на плазміді pTRI-Xef та 
мали очікувану довжину 1890 н. (що було визначе
но після електрофорезу з РНК-маркерами («Pro-
mega»)), використовували, в свою чергу, як марке
ри молекулярної маси. Той факт, що в результаті 
транскрипції на матриці ДНК pGEMEX синтезу
ються РНК-транскрипти очікуваної довжини, під
тверджує наявність відповідних смуг на електрофо-
реграмі після електрофорезу за денатурувальних 
умов продуктів транскрипції з Т7 РНК-полімера-
зою (рис. 2). 

Наявність на електрофореграмі двох смуг свід
чить, на думку автора, про синтез РНК-транс-
криптів довжиною 1122 та 1032 н. (смуга вищої 
інтенсивності), що відповідають продуктам транс
крипції з областю термінації та без області тер
мінації транскрипції. Незважаючи на несинхро-
нізованість реакційної системи, можна бачити, що 
після транскрипції утворюються лише повнороз-
мірні РНК-транскрипти та коротші транскрипти 
після зупинки на сайті термінації. Транскрипцію 

ВІЗУАЛІЗАЦІЯ КОМПЛЕКСУ ДНК з Т7 РНК-ПОЛІМЕРАЗОЮ 

Рис. 3. АСМ-зображення РНК-транскрип-
тів після проведення транскрипції з Т7 
РНК-полімеразою на матриці лінійної 
ДНК pGEMEX довжиною 1414 п. н. та 
обробки ДНКазою І (очікувана довжина 
транскриптів дорівнює 1032—1122 н. Роз
мір кадру: а— 1 x 1 мкм; б — 
315 х 315 нм 

можна розглядати як сканування високоточною 
РНК-полімеразою ДНК-матриці зі швидкістю 
-40 н. за 1 с [5]. У процесі транскрипції можуть 
утворюватися і короткі РНК-транскрипти різної 
довжини, але їхня кількість є незначною порівняно 
з повнорозмірними РНК-транскриптами. Отже, 
чутливість візуалізації результатів транскрипції за 
допомогою електрофорезу є недостатньою для де-
текції цих коротких РНК-транскриптів. Підсумову
ючи, варто зазначити, що ситуація з короткими 
РНК-транскриптами є подібною до синтезу в про
цесі ПЛР не тільки амплікона очікуваної довжини 
(ампліфікація якого відбувається у геометричній 
прогресії), а й ПЛР-продуктів більшого розміру, 
однак порівняно з ампліконом у значно меншій 
концентрації (які синтезуються в арифметичній 
прогресії), що через недостатню чутливість системи 
детекції не візуалізуються на електрофореграмі 
після електрофорезу. 

У цій роботі головну увагу зосереджено на 
візуалізації комплексів Т7 РНКП—ДНК. Проте 
виявлено і РНК-транскрипти, що утворилися після 
проведення транскрипції (рис. 3). РНК-транскрип
ти були схожими на конденсовані структури, як і в 
інших дослідженнях з АСМ-візуалізації РНК, ос
кільки, на думку автора, для візуалізації витягну
тих неконденсованих молекул РНК необхідно змі
нити поверхневі властивості субстрату (слюди). 

Після додавання Т7 РНКП до транскрипційної 
суміші з ДНК-матрицею у процесі транскрипції 
формуються елонгаційні комплекси, які характери
зуються типовими вигинами для комплексів 
ДНК—білок [8, 9] . На рис. 4 та 5 наведено 
АСМ-зображення фрагмента лінеаризованої ДНК 
pGEMEX після транскрипції з Т7 РНК-поліме
разою за різних температурних і часових умов та 
значного надлишку молекул Т7 РНК-полімерази. 
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Рис. 4. АСМ-зображення фрагмента лінійної ДНК pGEMEX (1414 п. н.), використаної як матриця для транскрипції, та молекул Т7 
РНК-полімерази (які виглядають, як білі крапки) після транскрипції протягом 60 хв у буфері А для транскрипції за кімнатної 
температури (аналогічно до умов [8]) (а) та протягом 65 хв за Т - 31 °С у буфері В для транскрипції (б); а — білими стрілками 
вказано закручені фрагменти ДНК-матриці, які виникли внаслідок комплексоутворення з молекулами Т7 РНКП, чорними — 
молекули Т7 РНКП, що утворили комплекси всередині ДНК-матриці; б— чорними стрілками показано молекули Т7 РНКП, які 
утворили комплекс з кінцями ДНК-матриці. Розмір кадру: а - 1 x 1 МКМ; 6 - 1 , 4 8 x 1 , 4 8 мкм. Співвідношення молекул Т7 
РНК-полімерази та ДНК становить 20 

Звертає на себе увагу те, що молекулам ДНК у 
комплексі з Т7 РНКП притаманні наявність ви
гинів та утворення транскрипційних петель після 
транскрипції за кімнатної температури (рис. 4, я, 
рис. 5). У той же час за відсутності молекул Т7 
РНКП вигини та петлі в лінійних молекулах ДНК 
pGEMEX на АСМ-зображеннях не проявляються 
(рис. 4, б [10]). Взагалі формування вигинів моле
кули ДНК, з одного боку, викликано комплексоут-
воренням з білками, а, з іншого, — вигини прояв
ляються при візуалізації комплексів ДНК—білок, 
адсорбованих на поверхні слюди. Коротко цей 
ефект можна пояснити зміною щільності поверхне
вого заряду молекули ДНК при взаємодії з білком. 
Адсорбція молекул ДНК на поверхню рівномірно 
зарядженої слюди відбувається, в основному, за 
рахунок електростатичної взаємодії рівномірно не
гативно заряджених сайтів ДНК з позитивно за
рядженими повепхневими групами слюди. В ре
зультаті такої взаємодії двох рівномірно зарядже
них поверхонь (ДНК і субстрату) молекули ДНК 
рівномірно іммобілізуються на поверхні субстрату. 
Це означає, що існує певне (емпіричним чином 
встановлене) співвідношення між поверхневими 
властивостями ДНК та поверхневими властивостя

ми субстрату, на якому іммобілізовані молекули 
ДНК. 

Усе викладене вище дає підставу зробити вис
новок, що молекули ДНК характеризуються кон
формацією без вигинів тільки на слюді, яка має 
певне значення поверхневої щільності заряду. При 
зміні поверхневих властивостей субстрату молеку
ли ДНК можуть бути витягнутими або стиснутими 
в процесі адсорбції на слюду. Вірним є і зворотне: 
локальна зміна поверхневого заряду ДНК (як це 
має місце в процесі взаємодії з білком) негайно 
призведе до виникнення вигинів при іммобілізації 
на той же самий субстрат. У результаті електроста
тичної взаємодії ДНК з білком локальна поверхне
ва щільність негативного заряду фосфатних груп 
ДНК знижується і, отже, зменшуються сили від
штовхування сусідніх фосфатних груп, які стабі
лізують структуру ДНК (поряд із стекінг-взає-
модією пар основ) [11 ; 1.2]. Наслідком такої ло
кальної зміни поверхневих властивостей ДНК в 
області зв'язування з білком є збільшення конфор-
маційної рухливості ДНК при іммобілізації на слю
ду, що й спричинює виникнення візуалізованих на 
АСМ-зображеннях вигинів у сайтах взаємодії 
ДНК—білок. 
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Рис. 5. ACM-зображення з високою 
роздільною здатністю комплексів Т7 
PHK-полімерази та ДНК-матриці. Мо
лекули Т7 PHK-полімерази вигляда
ють, як сфери діаметром близько 8 нм. 
Білі стрілки вказують на комплекси, 
утворені молекулою Т7 РНК-поліме-
рази та ДНК, а чорні — на РНК-транс
крипти. Транскрипцію проводили у бу
фері А за кімнатної температури протя
гом 60 хв (аналогічно до умов роботи 
[8]), після чого реакційную суміш не
гайно використовували для АСМ-ві-
зуалізації. Розмір кадру: а — 348 * 
х 348 нм; б — 306 х 306 нм; в — 298 * 
х 298 нм; г — 299 х 299 нм. Контурна 
довжина молекул становить: а — 445— 
450 нм; б — 454—457 нм 

ДНК-матрицю для транскрипції сконструйова
но таким чином, що вона містила промотор та 
область термінації транскрипції Т7 РНКП, які 
асиметрично локалізовані на кінцях амплікона до
вжиною 1414 п. н. Так, промотор транскрипції 
знаходиться у позиції 1212—1231 п. н. (тобто на 
відстані 200 п. н. від 3'-кінця матричного ланцюга 
ДНК), а внутрішній термінатор транскрипції Т7 
РНКП — у позиції 91 — 182 п. н. (на відстані 90 п. 
н. від 5'-кінця матричного ланцюга ДНК). Оскіль
ки в доступній літературі не було знайдено даних 
стосовно зазначеної області термінації, клонованої 
у векторі pGEMEX, постало питання виявлення 
сигналів термінації для Т7 РНКП, проаналізував
ши послідовність термінатора транскрипції. За до
помогою пакета прикладних програм GeneBee [13] 

кулою Т7 РНКП, а з молекулою 5 зв'язалися три 
молекули полімерази. У той же час комплекси 
ДНК—Т7 РНКП для молекул 1, 3, 4 якісно відріз
няються від таких для молекул 2 та 5, зв'язування 
з якими супроводжується формуванням характер
них вигинів. Білими стрілками для молекул 1, 3, 4 
показано фрагменти, які можна інтерпретувати як 
РНК-транскрипти (зазначимо, що в роботі [8 ] при 
досконалому аналізі наведених у статті АСМ-зоб-
ражень подібного розміру кадру не знайдено жод
ного комплексу ДНК—РНКП, що містив би РНК-
транскрипт, який зростає). 

Важливою особливістю АСМ є те, що з АСМ-
зображень за допомогою програмного забезпечення 
можна безпосередньо вимірювати контурну довжи
ну молекул ДНК з достатньо високою роздільною 

виявлено шпилькову структуру з довжиною стебла здатністю. До одним 
(з одним неспареним нуклеотидом) 13 п. н., пет
лею розміром 3 н. та вільною енергією утворення 
шпильки AG = —16,4 ккал/моль. 

З ACM-зображення, наведеного на рис. 4, а, 
можна бачити, що молекули ДНК з номерами від 
1 до 4 утворили комплекси тільки з однією моле-

АСМ було саме вимірювання контурної довжини 
ДНК [14]. 

Раніше у роботі [10] виміряно контурну до
вжину ДНК-матриці розміром 1414 п, н. після 
ампліфікації, яку в цій роботі використано для 
проведення транскрипції; значення її складало 
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Рис. 6. АСМ-зображення з високою роздільною здатністю Т7 
РНК-полімерази та ДНК-матриці після проведення транскрипції 
протягом 4 хв за Т = 37 °С. Розмір кадру: а — 280 * 280 нм; б — 
280 х 280 нм. Стрілка вказує на комплекс, утворений молеку
лою Т7 РНК-полімерази та ДНК. Після проведення транс
крипції до 7 мкл реакційної суміші додавали 7 мкл буфера А та 
наносили на слюду 
435±15 нм. Контурна довжина молекул ДНК, які 
утворили комплекс з Т7 РНКП, також знаходиться 
в межах цього статистично достовірного значен
ня — 445—457 нм (рис. 5). 

Розглянемо також детальніше візуалізовані на
ми комплекси, утворені Т7 РНК-полімеразою на 
обох кінцях амплікона. Для варіанта транскрипції 
за Т = 37 °С протягом 4 хв знайдено лише один тип 
комплексу (рис. 6) — молекула Т7 РНКП приєд

нана до одного з кінців ДНК-матриці. Виміряна 
висота цього комплексу (рис. 6, б, показано стріл
кою) безпосередньо з АСМ-зображення за допомо
гою побудови поперечного та подовжнього перерізів 
(результатів не наведено) склала ~0,5 нм, що 
відповідає висоті поодинокої молекули Т7 РНКП. 
У той же час після проведення транскрипції за Т = 
= 31 °С протягом 65 хв було візуалізовано два типи 
комплексів, локалізованих на обох кінцях ДНК-
матриці (рис. 7), — комплекси Т7 РНКП і з про
мотором, і з термінатором. Висота іншого комплек
су Т7 РНКП—ДНК, показаного чорною стрілкою 
на рис. 7, а, б, дорівнювала 0,93—1 нм. 

Варто зазначити, що при взаємодії молекули 
ДНК з Т7 РНКП утворюються специфічні та 
неспецифічні комплекси. Специфічне зв'язування 
(взаємодія з промотором) є відносно нечутливим до 
зміни іонної сили розчину, але воно залежить від 
конформації фрагмента ДНК. Неспецифічні комп
лекси ДНК—Т7 РНКП формуються за рахунок 
електростатичної взаємодії позитивно заряджених 
залишків полімерази з негативно зарядженими 
фосфатними групами ДНК. Неспецифічне зв'язу
вання є надзвичайно чутливим до зміни іонної сили 
реакційної суміші, але є нечутливим до ступеня 
суперспіралізації ДНК. З аналізу властивостей не
специфічних і специфічних комплексів ДНК— 
РНКП у роботі [15] зроблено висновок, що голов
ними складовими частинами механізму регуляції 
транскрипції бактеріофага Т7 є ефективність і 
швидкість утворення відкритого комплексу РНКП 
з промотором, а не зв'язування з різними промото
рами, які входять до складу геному бактеріофага. 

Структуру комплексу, утвореного Т7 РНК-
полімеразою при транскрипції, інтенсивно вивчали 
у попередніх дослідженнях. Так, у роботі [16] за 
допомогою рентгенструктурного аналізу деталізо
вано кристалічну структуру елонгаційного комп
лексу Т7 РНК-полімерази з роздільною здатністю 
2,9 А. Показано, що гібрид РНК—ДНК довжиною 
8 п. н. вбудовується в активний центр ферменту, 
що спричинює значні перебудови амінокінцевого 
домену. Така перебудова включає альтернативне 
згортання близько 130 залишків та значну пере
орієнтацію (з поворотом на 130°) субдомену серце
вини, внаслідок чого утворюється структура, яка 
забезпечує функціонування стабільного елонгацій
ного комплексу. 

Хоча чимало даних опубліковано стосовно 
структури Т7 РНКП у комплексах ініціації та 
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елонгації, результати вивчення цих комплексів за 
допомогою біохімічних методів неповністю збіга
ються з кристалографічною інформацією. Кіне
тичним аналізом ініціації та елонгації транскрипції 
для поодиноких молекул Т7 РНКП [4] виявлено, 
що етап ініціації триває протягом 4 с, а для синте
зу РНК-транскрипта довжиною 1200 н. необхідно 
близько 30 с. Тому в нашому випадку часу при 
проведенні транскрипції протягом 4 хв цілком до
статньо для синтезу РНК-транскриптів на ДНК-
матриці довжиною 1414 п. н., яку використано в 
даній роботі. Однак при проведенні транскрипції 
протягом 4 хв (у буфері А) було візуалізовано 
лише комплекси, яким притаманне зв'язування з 
одним кінцем ДНК-матриці, подібні до варіанта, 
зображеного на рис. 6, б. У той же час при 
збільшенні часу транскрипції до 65 хв нами детек-
товано комплекси Т7 РНКП з обома терміналь
ними фрагментами ДНК-матриці (рис. 7). На дум
ку автора, комплекси, показані чорними стрілками 
на рис. 7, відповідають комплексу, утвореному Т7 
РНКП з ДНК-матрицею в області термінації транс
крипції. Можливо, що після елонгації на тер-
мінаторі «зупиняються» одна за одною декілька 
молекул Т7 РНКП з відповідними РНК-транскрип-
тами. На це вказує доволі великий розмір комплек
су, а також присутність молекули Т7 РНКП всере
дині ДНК-матриці за наявності комплексів на обох 
термінальних сайтах ДНК-матриці. 

Як правило, для стабілізації комплексу при 
термінації транскрипції реакцію проводять за се
редньої іонної сили (/) 75—80 мМ Na+ та концент
рації NTP 80—200 мкМ. У даній роботі транс
крипцію здійснено саме за таких умов — / = 80 мМ 
Na+ (для буферів А та В; для буфера Б виробник 
не розкриває складу реакційної суміші). Механізм 

Рис. 7. АСМ-зображення комплексів 
ДНК—Т7 PHK-полімераза з високою роз
дільною здатністю, що утворилися після 
проведення транскрипції протягом 65 хв 
за 7 = 31 °С у буфері В для транскрипції. 
Співвідношення молекул Т7 РНК-поліме-
рази та ДНК становить 10. Білі стрілки 
вказують на комплекс Т7 РНК-поліме-
рази з промотором, а чорні — на комп
лекс в області термінації транскрипції. 
Реакцію зупиняли швидким охолоджен
ням до 0 °С. Для АСМ-візуалізації транс
крипційну суміш розводили у 10 разів 
HEPES буфером. Розмір кадру: а — 338 * 
х 338 нм; б— 297 * 297 нм 

термінації РНКП фага Т7 є значно менш вивченим 
і зрозумілим порівняно з механізмом термінації 
клітинної РНКП Escherichia coli, оскільки, як вва
жають, більшість елонгаційних комплексів Т7 
РНКП є занадто нестабільними і вони швидко 
дисоціюють навіть за умови зупинки РНКП за 
межами області термінації. Припускають також, 
що в разі зменшення іонної сили термінаційний 
комплекс при досягненні термінатора швидко ди
соціює (протягом 5—15 с). Це є загальною особ
ливістю внутрішніх термінаторів [17]. Крім того, 
цей комплекс дуже швидко дисоціює навіть за 
середніх значень іонної сили, у той час як для 
РНКП Е. coli більшість елонгаційних комплексів, у 
тому числі й комплекси, що зупиняються на по
зиціях термінації транскрипції, є стабільними і 
можуть бути візуалізовані [8 ]. 

Візуалізацію досить великої кількості комплек
сів Т7 РНКП з кінцевими фрагментами ДНК-мат
риці можна пояснити, на думку автора, декількома 
обставинами. По-перше, саме на кінцях ДНК-мат
риці локалізовані промотор та область термінації 
транскрипції. Оскільки константа зв'язування для 
молекули Т7 РНКП з високоспецифічним сайтом 
промотору значно перевищує таку неспецифічного 
зв'язування (з будь-яким сайтом всередині ДНК-
матриці) [15], то в умовах дисоціації комплексів 
Т7 РНКП—ДНК комплекс промотор—Т7 РНКП є 
найстабільнішим з утворюваних у процесах ініціа
ції та термінації транскрипції. По-друге, час ди
соціації комплексу Т7 РНКП—промотор значно 
більший за час переходу до комплексу елонгації; 
тому існує вища ймовірність візуалізації комплексу 
з промотором за інших рівних умов. По-третє, 
пауза та зупинка ферменту відбуваються в області 
термінації, що також статистично підвищує вірогід-
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ність візуалізації комплексів з кінцевими фрагмен
тами ДНК-матриці. 

Ключовим результатом цього дослідження є 
безпосередня візуалізація комплексів, утворених 
Т7 РНКП з кінцевими фрагментами ДНК-матриці, 
а також з промотором та областю термінації транс
крипції. Одержані дані дозволяють припустити, що 
процес сканування РНК-полімеразою починається 
з кінця ДНК-матриці, поряд з яким локалізовано 
промотор. Візуалізація декількох молекул Т7 
РНКП у комплексі з ДНК-матрицею підтверджує 
результати роботи [18], у якій знайдено мож
ливість об'єднання молекул РНКП у процесі елон
гації транскрипції. 

Вивчення комплексів, утворюваних РНКП при 
транскрипції, може бути важливим для розуміння 
резистентності РНКП до антибактеріальних препа
ратів, що широко дискутується в літературі. Зокре
ма, з точки зору майбутніх АСМ-досліджень, має 
сенс вивчення елонгаційних комплексів клінічних 
ізолятів Mycobacterium tuberculosis, РНКП яких є 
понад ніж у 1000 разів чутливішою до протитубер
кульозного антибіотика рифампіцину порівняно з 
РНКП Е. соїі [19]. 

Одержані в роботі результати дозволяють спо
діватися, що АСМ буде залишатися потужним та 
ефективним методом візуалізації макромолекуляр-
них комплексів та вивчення міжмолекулярних 
взаємодій у комплексах ДНК—білок, особливо при 
проведенні досліджень не висушених зразків, а 
безпосередньо у буферному розчині за фізіоло
гічних умов, сприяючи покращенню розуміння 
складних механізмів регуляції транскрипції. 

Роботу частково підтримано грантом від Япон
ського товариства сприяння науці, а також грантом 
від Академії медичних наук України. 

Автор висловлює подяку О. Ю. Лиманській 
(Інститут експериментальної і клінічної ветеринар
ної медицини УААН) за конструктивні дискусії та 
критичні зауваження при підготовці статті. 

A. P. Limanskii 

Visualization of DNA-T7 RNA polymerase complex by atomic force 
microscopy 

Summary 

Complexes of bacteriophage T7 RNA polymerase (RNAP) with 
DNA template, containing promoter and terminator of T7 RNAP, 
at transcription elongation were visualized by atomic force micro
scopy (AFM). Images for both nonspecific (formed by T7 RNAP 
molecule with end fragments of DNA template) and specific 

(complexes of T7 RNAP with promoter and transcription termi
nation area) were obtained for pairs of single molecules. The 
influence of transcription parameters on the complex formation is 
discussed. 

Keywords: atomic force microscopy, AFM, transcription, T7 RNA 
polymerase, terminator, promoter, protein-DNA interaction. 

А. П. Лиманский 

Визуализация комплекса ДНК с Т7 РНК-полимеразой с 
помощью атомно-силовой микроскопии 

Резюме 

С использованием атомно-силовой микроскопии (АСМ) визуа
лизированы комплексы РНК-полимеразы (РНКП) бактериофа
га Т7 с ДНК-матрицей (содержащей промотор и терминатор 
транскрипции Т7 РНКП) при проведении транскрипции. На 
уровне пар единичных молекул получены изображения как 
неспецифических (образованных молекулой Т7 РНКП с конце
выми фрагментами ДНК-матрицы), так и специфических 
(сформированных Т7 РНКП с промотором и областью терми-
нации транскрипции) комплексов. Обсуждается влияние пара
метров транскрипции на комплексообразование. 

Ключевые слова: атом но-силовая микроскопия, АСМ, 
транскрипция, Т7 РНК-полимераза, терминатор, промотор, 
взаимодействие белок—ДНК. 
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