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УФ-спектрофотомстрически.м методом исследовано влияние ионов 
двухвалентной меди на структуру ДНК. Показано, что: 1) ионы Си2* вы
зывают инверсию термостабильностей АТ- и ОС-нуклеотидных пар ДНК 
(концентрация инверсии г = 0.65 М/Р); 2) уже при низких концентрациях 
этих ионов (0.2 <г< 1.0) происходит внутримолекулярная агрегация в ОС- 
богатых участках ДНК.

Известно, что ионы металлов оказывают существенное влияние 
на все уровни организации ДНК - от первичной структуры до ее 
пространственной организации в составе хромосом [1-3]. Установлено, 
что ни один жизненно важный функциональный процесс в клетке не 
происходит без участия иона того или иного металла [4-7]. С другой 
стороны, известно, что большие концентрации ионов переходных 
металлов (особенно, Си2*) в клетке могут вызывать точечные мутации в 
ДНК [5-7]. Поэтому любые данные о физических свойствах комплексов 
ДНК с ионами металлов могут представлять несомненный интерес для 
понимания молекулярно-биологических механизмов функционирования 
нуклеиновых кислот.

К настоящему времени о структуре ДНК - Си2* комплексов из
вестно немало [1-9]. Известно, например, что ионы Си2+ предпочитают 
связываться с М(7) атомом пуриновых оснований, особенно гуанина. 
Причем, для связывания с ДНК весьма принципиальным является тот 
факт, где именно на ДНК расположена нуклеотидная пара оснований, а 
также в каком состоянии (спиральном или расплавленном) она находит
ся. Однако влияние стехиометрических концентраций (<104 М) ионов 
Си2* на ДНК изучено недостаточно. А как установлено, основной биоло
гический эффект этих ионов в клетке проявляется именно при низких 
стехиометрических концентрациях. Остаются невыясненными также не
которые моменты, касающиеся избирательности действия этих ионов на 
АТ- и ОС-нуклеотидные пары ДНК.
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Материалы и методы Были использованы: ДНК из тимуса телен
ка (содержание GC-nap в ДНК ZGC = 42%). выделенная в ИБОХ АН Рес
публики Беларусь Д.Ю.Ландо (содержание РНК < 0.1%, содержание 
белка < 0,2 %, молекулярная масса ДНК - З Ю7 Да) и коммерческие пре
параты ДНК M.Luteus (ЛЬс = 72%), Cl.Perfringens (А^ = 72%) фирмы "Sigma" 
Ионы Си2՜ вводились в буферный раствор 10՜3 М NaCI в виде соли CuCk. 
Концентрацию ионов определяли взвешиванием и контролировали тит
рованием с помощью AgNO3 с добавлением индикатора К,МпО7. Концен
трация ДНК ֊5-7 мкг/мл, что в расчете на моль нуклеотидов составляет 
-10՜5 М.

Область исследованных концентраций ионов Си2* ֊ 10՜* - 10 4 М. 
Однако, для того чтобы сравнить результаты различных экспериментов, 
в которых не всегда удается подобрать точно одинаковую концентрацию 
ДНК, удобно концентрацию ионов (г) считать в относительных едини
цах (М/Р) (М/Р = концентрация ионов (в М)/концентрация нуклеоти
дов ДНК (в М)).

Кривые плавления снимались на спектрофотометре “UN1CAM-SP 
8000”. Скорость сканирования температуры при снятии кривых плавле
ния 0.25°С/мин. Поскольку ряд особенностей структурной организации 
ДНК слабо проявляется на обычной интегральной кривой плавления, 
был осуществлен переход к дифференциальным кривым плавления 
(ДКП). Размер точек на рисунках соответствует среднему значению из 
5-6 измерений.

Результаты и обсуждение. Наиболее распространенным методом 
исследования избирательности влияния лигандов на нуклеотидные пары 
ДНК является анализ дифференциальных кривых плавления (ДКП), со
гласно которому по сдвигу ДКП вдоль температурной оси и изменению 
ее формы можно делать определенные выводы о GC-специфичности воз
действия данного лиганда на ДНК [10,11]. Как видно из приведенных на 
рис.1 дифференциальных кривых плавления ДНК тимуса теленка в при
сутствии ионов меди, в области концентраций 0.2- 0.6 М/Р ионов Си2’ 
наблюдается уширение ДКП, сопровождаемое тенденцией к появлению 
двухфазности плавления. При более высоких (> 0.65 М/Р) концентра
циях ионов Си2' происходит резкое сужение дифференциальной кривой 
плавления ДНК, сопровождаемое слиянием отдельных пиков в один уз
кий пик, с широким малоинтенсивным высокотемпературным пиком. 
То есть в присутствии ионов меди на фоне уменьшения термостабиль
ности ДНК происходит также изменение формы ДКП. Как видно из 
рис.1, при добавлении ионов меди к ДНК наибольшим изменениям 
подвергается конец дифференциальной кривой плавления, т.е GC-бога- 
тые участки ДНК. Следовательно, анализ ДКП показывает, что ионы 
меди избирательно влияют на плавление GC-богатых областей ДНК.
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Рис.I. Дифференциальные кривые плавления ДНК тимуса теленка 
в 10 3 М №С1 при различных концентрациях ионов Си2՜ 3 степень 
спиральности ДНК. Цифры у кривых концентрации ионов Си2՜ в 
молях на моль нуклеотидов (М/Р).

Однако известно, что в некоторых случаях в процессе плавления 
ДНК-лиганд комплекса могут появиться.дополнительные факторы, из
меняющие структуру расплавленных областей ДНК (например, агрега
ционные эффекты [12,13] или перераспределение лигандов в процессе 
плавления |14|), которые в свою очередь могут изменять форму ДКП. В 
таких случаях метод ДКП может дать неверную информацию о специ- 
фичности связывания лиганда с ЛТ или ОС нуклеотидными парами. Как 
было показано нами в работах [14.15], заключение о специфичности свя
зывания лиганда с нуклеотидными парами можно делать только на ос
новании исследования изменения температур плавления ДНК с различ
ным ОС-содержанием.

Табл.1 Зависимости температуры (/„) и интервала (ДТ) плавления ДНК с 
различным ОС-содержанием от концентрации ионов меди (г).

г (М/Р)
ДНК М.ЬЫсиз ДНК тимуса теленка ДН К Cl.Perfringens

/„, (°С) А7(°С) 7И(°С) ДТ(°С) Т„ (°С) △ТСС)

0 78.6 9.1 63.0 18.0 54.0 12.0
0.1 80.0 9.5 63.0 15.5 61.7 10.6
0.2 80.7 16.0 68.0 15.9 64.8 10.2
0.4 75.0 18.5 62.5 9.7 59.5 9.5
0.5 63.5 20.5 59.3 13.7 54.4 10.6
0.6 52.4 10.1 50.7 12.4 48.7 12.0
0.7 42.3 4.8 43.3 7.0 46.3 8.0
0.8 40.7 4.1 43.2 6.6 44.8 6.0
1.0 38.3 3.3 40.4 5.4 42.6 4.9
1.5 32.9 2.8 37.0 4.7 41.3 4.7
2.0 32.2 2.7 33.8 4.0 38.3 4.5
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Поэтому в данной работе исследовалось влияние ионов двухва
лентной меди на плавление трех ДНК, существенно отличающихся по 
ОС-содержанию. В таблице приведены зависимости температуры (Г„) и 
интервала (АЛ плавления этих ДНК от относительной концентрации 
ионов меди. Способ расчета этих параметров перехода спираль-клубок 
из кривых плавления приведен в [14].

Затем, по данным этой таблицы для каждой концентрации иона 
Си2* были построены зависимости температур плавления (Г,,) этих ДНК 
от ОС-содержания (рис.2). Видно, что для каждой концентрации ионов 
экспериментальные точки хорошо ложатся на прямую. По изменению 
наклона приведенных на рис.2 прямых видно, что, начиная с концен
траций Си2' г ֊0.65 М/Р, ДНК с высоким ОС-содержанием (более термо
стабильные) начинают плавиться при более низких температурах, чем 
ДНК с высоким АТ-содержанием. И если судить по изменению темпе
ратур плавления ДНК с различным ОС-содержанием, можно утверждать, 
что увеличение концентрации ионов Си2՜ приводит к инверсии относи
тельных термостабильностей АТ- и ОС-нуклеотидных пар ДНК (концен
трация инверсии г= 0.65 М/Р Си2'). Но по определению инверсии [16], в 
точке инверсии интервал плавления ДНК должен проходить через нуле
вой минимум. Однако, как видно из таблицы, интервал плавления, все 
время уменьшаясь, остается все же достаточно большим (֊ 3.5 4.0°С), 
т.е. второй критерий инверсии не соблюдается. Следовательно, в про
цессе плавления ДНК в присутствии ионов меди возникают дополни
тельные факторы, приводящие к уширению интервала плавления ДНК.

Рис.2. Зависимости температур плавления ДНК Си2* 
комплексов от ОС-содержания ДНК при различных кон
центрациях ионов Си2' (цифры у прямых).
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При обратимом связывании лигандов известны три причины, 
приводящие к уширению и двухступенчатости кривых плавления: 1) ко
оперативный характер взаимодействия лигандов с ДНК [10.13], 2) силь
ные отличия в значениях констант связывания лиганда со спиральными 
и расплавленными участками ДНК [10] и 3) внутримолекулярная агрега- 
пия ДНК |17,18]. На первый взгляд, наиболее вероятной является пер
вая причина, поскольку известно, что ионы Си2՜ кооперативно связыва
ются с одноцепочечными полинуклеотидами ро1уА и ро!уС [19]. Однако 
проведенные нами (согласно работе [18]) расчеты показывают, что при 
столь низких концентрациях вклад кооперативности связывания Си2՜ с 
ДНК незначителен. Как показано в работах [20,21], при низких степе
нях заполнения ДНК ионами меди отличия в константах связывания 
ионов меди со спиральными и расплавленными участками могут при
вести к перераспределению ионов с расплавленных на спиральные 
участки в процессе плавления ДНК и, следовательно, могут быть причи
ной уширения и двухступенчатости кривой плавления ДНК. Что касает
ся третьей причины, то обычно образование агрегатов в ДНК происхо
дит при значительно более высоких концентрациях лигандов. Однако, в 
данном случае, даже при столь низких концентрациях лигандов нельзя 
исключать возможность образования внутримолекулярных агрегатов. 
Эта уверенность основывается на том, что при нагревании раствора 
ДНК с ионами меди (при концентрациях ионов Си2՜ г>0.5 М/Р) наблю
дается увеличение оптической плотности при А = 320 нм. Поскольку 
ДНК на этой длине волны нс поглощает, то увеличение оптической 
плотности раствора может быть обусловлено появлением рассеивающих 
свет агрегатов.

Кроме того, проведенные исследования выявили еще один инте
ресный результат. До сих пор считалось, что наблюдаемая при связыва
нии с некоторыми лигандами агрегация ДНК неспецифична к нуклео
тидным парам. Проведенные же нами исследования на ДНК с различ
ным ОС-содержанием показали, что наблюдаемое увеличение оптичес
кой плотности при Я = 320 нм растет пропорционально росту ОС-содер
жания ДНК. На ОС-специфичность полученных агрегатов указывает 
также наличие и местоположение отдельного высокотемпературного пи
ка на ДКП ДНК - Си2’ комплексов (рис.1), как это было показано нами 
ранее для других ионов переходных металлов Мп2’, Со2՜, Ыр* [14]. Следо
вательно, при стехиометрических концентрациях ионов меди в процессе 
плавления образуются внутримолекулярные агрегаты в ОС-богатых об
ластях ДНК, приводящие к уширению интервала плавления.

Работа выполнена при поддержке гранта СКОР №АВ2-2006.
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ԴՆԹ-Ի ՀԵՏ ԵՐԿՎԱԼԵՆՏ ՊՂՆՁԻ ԻՈՆՆԵՐԻ 
ՓՈԽԱԶԴԵՑՈՒԹՅԱՆ ԱՌԱՆՁՆԱՀԱՏԿՈՒԹՅՈՒՆՆԵՐԸ

Ե. Բ. ՂԱԼՅԱՆ

ՈՒՍ՜-սպեկտրոֆոտոմետրիայի եղանակով ուսումնասիրվող է երկվալենտ պղնձի իոնների 
ազդեցությունը ԴՆԹ-ի վրա: Ցույց է տրված, որ 1) Си2՜ իոնների ներկայությամբ նկատվում I. 
AT- և GC-նուկլեոտիդային զույգերի ջերմակայունությունների ինվերսիա (ինվերսիայի կոն
ցենտրացիան է'№ 0.65 M/P); 2) իոնների ցածր կոնցենտրացիաների դեպքում (0 2<ր<10) 
առաջանում են ներմոլեկոզային ագրեգատներ ԴՆԹ-ի GC-հարոատ տեղամասերում:

FEATURES OF INTERACTION OF BIVALENT COPPER IONS WITH DNA

Y.B. DALY AN

Using the method of UV-spectrophotometry the influence of bivalent copper ions on 
the structure of DNA is investigated. It is shown that 1) Cu2+ ions cause the inversion 
of thermostability of AT- and GC-nucleotide base pairs (the concentration of inversion is 
r a 0.65 M/P); 2) just at low concentrations of these ions (0.2 < r < 1.0) the formation of 
intramolecular aggregates in GC-rich regions of DNA takes place.
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